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1.  Einleitung 
 
Proteine können bedingt durch ihre vielfältige Tertiär- und Quartärstruktur spezifisch mit 
den unterschiedlichsten Molekülen (DNA, andere Proteine, Kohlenhydrate etc) 
interagieren. Diese Eigenschaft kann durch Immobilisierung an verschiedenen 
Trägermaterialien für unterschiedliche Zwecke verwendet werden. Immobilisierte Eiweiße 
wurden unter anderem zur Affinitätschromatographie (Jennissen und Botzet 1993), zur 
Konstruktion von Biosensoren (Wang und Jin 2003), zur Aufdeckung der Funktionsweise 
verschiedener Proteine (Thomson et al. 1999) sowie im industriellen Rahmen zur 
Umwandlung von Kohlenhydraten in z.B. Glukose eingesetzt. Für die 
Affinitätschromatographie wurden Proteine zu Beginn zunächst ungerichtet, zufällig und in 
unterschiedliche sterische Ausrichtungen an Trägermaterialien immobilisiert. Einige dieser 
sterischen Ausrichtungen erschwerten jedoch die Bindung der Zielmoleküle an das Eiweiß. 
Zur Vermeidung solcher ungünstiger sterischer Ausrichtungen wurden die Eiweißmoleküle 
an Glykoproteine (z.B. Liu und Scouten 1996), Avidin (Wilchek und Bayer 1990) oder an 
komplexere Biomolekülen wie z.B. Lectine (Turkova et al. 1986) gebunden, um so eine 
gerichtete Immobilisierung zu erreichen.  
Jedoch ist all diesen Arbeiten gemeinsam, dass eine vollkommen gleichartige, homogene 
Immobilisierung nicht erreicht wurde, so dass die Eiweiße weiterhin eine gewisse Zahl 
unterschiedlicher sterischer Ausrichtungen aufwiesen. 
Im Rahmen dieser Dissertation soll durch Verwendung des Fusionsproteinsystems 
(Glutathion-S-Transferase-Systems) jedoch eine vollkommen gleichartige Immobilisierung 
der Proteine erreicht werden.   
In einem weiteren Schritt sollen dann die affinitätschromatographischen Eigenschaften der 
so gebundenen Proteine am Beispiel der Aufreinigung des Ubiquityl-Calmodulin 
Synthetase Faktor 2 (uCaM Syn-F2) auf gerichtet immobilisiertem Calmodulin untersucht 
werden.  
Zunächst wird das Protein beschrieben, welches affinitätschromatographisch aufgereinigt 
werden soll. 
UCaM Syn-F2 ist eine Komponente der Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase (uCaM- 
Synthetase), welche wiederum die Ubiquitylierung des Calmodulins katalysiert. 
Jennissen und Laub identifizierten 1988 (Jennissen und Laub 1988) die Ubiquityl-
Calmodulin-Synthetase (uCaM-Synthetase, EC 6.3.2.2.21) und grenzten die Aktivität von 
den anderen Ubiquitin-konjugierenden Enzymak
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zu Calmodulin ist viel niedriger (Km= 8 µM) als die anderer mit Calmodulin in Interaktion 
tretender Proteine wie zum Beispiel der Phosphorylase Kinase mit einer Affinität von 
Km=23 nM (Jennissen und Botzet 1993). 
In Gegenwart von Calcium und unter ATP-Verbrauch wird der Teil des Calmodulins ((a-b) 
CaMfreies), der nicht von anderen calmodulinbindenden Proteinen (CBP) gebunden wurde, 
durch uCaM-Synthetase ubiquityliert (UcCaM, Abb. 1). Durch die Ubiquitylierung wird 
die Funktion des Calmodulins als „second-messenger“ ausgeschaltet (Jennissen 1995). 
Prinzipiell ist die Ubiquitylierung ein reversibler Prozess, der durch die Isopeptidase (in 
Abwesenheit von Calcium) umgekehrt werden kann (Laub und Jennissen 1997). 
Zusammenfassend ist dieser Sachverhalt in Abb. 1 dargestellt (angelehnt an Jennissen 
1995). 
Majetschak gelang es, durch Anwendung verschiedener chromatographischer Methoden, 
(Majetschak et al. 1998a, Majetschak et al. 1998b, Laub et al. 1998) uCaM-Synthetase 
anzureichern. Er wies nach, dass uCaM-Synthetase aus mehreren Komponenten besteht. Es 
gelang eine dieser Komponenten, die uCaM-Synthetase Faktor 1 (uCaM Syn-F1), zu 
isolieren, die molekulare Masse des so erhaltenen Homodimers mit 200 kDa anzugeben 
und schließlich die Aminosäuresequenz zu bestimmen (Majetschak et al. 1998a). Weitere 
Untersuchungen ergaben, dass uCaM Syn-F1 hinsichtlich seiner Funktion der Gruppe der 
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bindenden Proteine haben häufig eine höhere Affinität (Km= 30-50 nM) zu Calmodulin als 
die uCaM-Synthetase (Km= 8 µM). Die Dekonjugation des Ubiquitin geschieht mit Hilfe 
der uCaM-Isopeptidase. Die Isopeptidase ist in Gegenwart von Calcium inaktiv. Die 
Abbildung erfolgte entsprechend der Darstellung Jennissens (Jennissen 1995). 
 
Weiterhin wurde eine zweite Komponente, die uCaM Syn-F2, angereichert, diese 
wiederum bindet Calmodulin und überträgt es auf Ubiquitin (Majetschak et al. 1998b, 
Laub et al. 1998). Ubiquitin, eines der Substrate der uCaM-Synthetase, ist ein kleines (8,5 
kDa), hitzeresistentes Polypeptid, das erstmalig im Thymusgewebe der Maus (Goldstein et 
al. 1975) isoliert wurde. In der weiteren Folge wurde Ubiquitin in allen untersuchten 
Eukaryonten, Prokaryonten (daher auch „Ubiquitin“ entsprechend seinem ubiquitären 
Vorkommen) und in den verschiedensten Geweben nachgewiesen (Özkaynak et al. 1984, 
Mayer und Doherty 1991, Durner und Böger 1995). Ubiquitin weist im 
Stoffwechselkreislauf grundsätzlich zwei unterschiedliche Funktionen auf: eine katabole 
oder eine nicht-katabole Funktion. Eine Einführung in diese beiden unterschiedlichen 
Funktionen des Ubiquitins bietet die Übersichtsarbeit von Jennissen (Jennissen 1995). Die 
Ubiquitylierung des Calmodulins (Abb. 1) ist ein Beispiel für die "nicht-katabole" 
Funktion. Calmodulin wird ubiquityliert, ohne dass es in der weiteren Folge proteolytisch 
degradiert wird.  
Im katabolen Stoffwechselkreislauf hingegen werden die ubiquitylierten Proteine proteo-
lytisch abgebaut.  
Diese katabole Funktion wurde von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben (Wilkinson et 
al. 1980, Stryer 2003, Michalek et al. 1993, Ciechanover und Schwartz 1994). Unter 
anderem werden ubiquitylierte Proteine in Proteasomen abgebaut (Hochstrasser 2002). Die 
Deubiquitylierung von zuvor ubiquitylierten Proteinen stellt einen notwendigen Schritt im 
proteolytischen Abbau dar (Verma et al. 2002, Yao und Cohen 2002). Im Folgendem 
werden einige weitere Beispiele für die verschiedenen Funktionen des Ubiquitins genannt:  
Dem Ubiquitin wird eine Rolle zugesprochen bei der Regulation von Onkogenen wie        
c-myc (Von Der Lehr et al. 2003), anderen Regulatoren des Zellzyklus wie zum Beispiel 
p21 (Bloom et al. 2003) oder Cyclin (Glotzer et al. 1991; Bastians et al. 1999). Weiterhin 
ist Ubiquitin beteiligt am Abbau von Interleukinen und dessen Rezeptoren (Jensen und 
Whitehead 2003). Ubiquitin ist eines der vermehrt exprimierten „Heat-shock“-Poteine im 
Rahmen der Stressantwort der Zelle (Bond und Schlesinger 1985; Liu et al. 1996). 
Es dient als negativer Marker beim Brustkrebs (Iwaya et al. 2003), ist ein Bestandteil der 
Fibrillen des M. Alzheimer, der Pick- und Lewy-Korpuskel des M. Picks bzw. M. 
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Parkinson (Schäfer und Redies 1995) sowie der Mallory-Körperchen der 
alkoholinduzierten Leberzirrhose (Schäfer und Redies 1995). 
 
Neben zahlreichen weiteren Beispielen wurden folgende Proteine als Substrate der  
Ubiquitylierung nachgewiesen:, Myosin-Leichtketten (Laub und Jennissen 1991), Platelet-
Derived-Growth-Faktor (PDGF)-β- Rezeptor (Mori et al. 1993), T-Zell-Antigen-Rezeptor 
(Cenciarelli et al. 1993), Ankyrin (Chang et al. 2004) und der Anaphase-Protein-Komplex 
(Gmachl et al. 2004). 
Ein Cosubstrat der Ubiquityl-Calmodulin Synthetase ist Calmodulin (Calcium-Modulator-
Protein). Calmodulin ist ähnlich wie Ubiquitin ein kleines (m: 16,7 kDa), hitzeresistentes 
Protein, welches in den verschiedensten Organismen wie Einzellern, Pflanzen und Tieren  
nachgewiesen wurde (Chafouleas et al. 1979; Hubbard et al. 1982; Klee und Vanaman 
1982; Lukas et al. 1984). Kohse und Heilmeyer wiesen (Kohse und Heilmeyer 1981) für 
Calmodulin vier Bindungsstellen für Calcium nach, darunter zwei hochaffine 
Bindungsstellen (Km: 4 µM). Durch Bindung von Calcium an diese Bindungsstellen 
verändert sich die Konformation des Calmodulins. Die Konformationsänderung des 
Calmodulins wiederum beeinflusst und reguliert die Funktion verschiedener intrazellulärer 
Enzyme, darunter Glykogen-Synthetase, Myosin-Leichtkettenkinase, die Phosphorylase 
Kinase, Phosphodiesterase und Adenylat-cyclase (Stryer 2003). Bedingt durch seine 
Funktion als Calcium-Sensor ist Calmodulin auch an der Regulation einer Vielzahl von 
calciumabhängigen Kanälen beteiligt, darunter dem N-Methyl-D-aspartate Rezeptor 
(Akyol et al. 2003). 
Calmodulin greift in den Zellzyklus ein, indem es verschiedene Phosphatasen und Kinasen 
reguliert, die wiederum verschiedene Faktoren der Mitose regulieren (z.B. Cdc2/cyclin B 
Kinase, Hutchins et al. 2003) oder die Replikation der Zentrosomen beeinflussen (Arlot-
Bonnemains und Prigent 2002).  
Da ein Gegenstand dieser Dissertation die orientierte Immobilisierung des Calmodulins ist, 
werden kurz die Ergebnisse der Röntgenstruktur- sowie NMR-Untersuchung des 
Calmodulins dargestellt. Die Röntgenstrukturanaylse liefert ein Beugungsbild des 
jeweiligen Porteinkristalls. Die NMR-Methode hingegen misst den chemischen Shift eines 
Atoms mit einem Spin ungleich Null (Thompson 2002). 
Die Arbeitsgruppen Babu und Goldberg (Babu et al. 1988; Goldberg et al. 1996) lieferten 
wesentliche Ergebnisse und Interpretationen der Röntgenstruktur- und NMR-Untersuchung 
des Calmodulins; diese 3D-Ergebnisse stehen als graphische Dateien unter der 
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Internetdresse http://www.expasy.org/ zur Verfügung. Abb. 2 stellt ein solches 3-D-Modell 
der Röntgenstrukturanalyse des wassergelösten Calmodulins in Gegenwart von Calcium 
dar (zur weiteren Erläuterung s. Material und Methoden-Teil). Wie aus der Abb. 2 
hervorgeht, sind zwei Domänen des Calmodulins durch eine α-Helix miteinander 
verbunden. Die Bindungsstellen des Calciums sind mit I-IV gekennzeichnet. Diese 
Darstellung stimmt jedoch nicht vollständig mit der In-vivo-Struktur überein. Bedingt 
durch die Modifikationen der Kristallisation erscheint die α-Helix, die die beiden Calcium-
bindende Domänen verbindet, starrer als es den tatsächlichen Gegebenheiten entspricht. 
Die in Abb. 3 gezeigte 3-D-Struktur einer NMR-Untersuchung stellt die Interaktion von 
Calmodulin mit einem calmodulinbindenden Protein (in diesem Falle Myosin-Leichtkette) 
dar. Die Magnetresonanzuntersuchungsmethode gibt die tatsächlichen Gegebenheiten 
wirklichkeitsgetreuer wieder als die Röntgenstrukturanalyse. Die in Abb. 2 dargestellte α-
Helix „beugt“ sich und die zuvor beschriebenen Domänen bilden gleichsam eine Röhre, 
mit der sie die Myosin-Leichtkette umhüllen (Abb. 3).  
 
A Kalottenmodell                                        B Peptid backbone 
 
 
Abb. 2: Röntgenstrukturanalyse des Calmodulins in Gegenwart von Calcium 
 
Dargestellt ist die Struktur des Calmodulins beruhend auf den Ergebnissen der Kristall-
Röntgenstrukturanalyse (Babu et al. 1988). 
A: Kalottenmodell: Dargestellt ist das Kalottenmodell des Calmodulins. Calmodulin 
wird, wie in den folgenden Kapiteln dargestellt, über die Aminogruppe eines der sieben 
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Lysinseitenketten an die Divinylsepharose gekoppelt. Die entsprechenden Lysine sind rot 
markiert. Die Abbildungen entstammen dem Programm „Ras-Mol“ (Sayle und Milner-
White 1995).  
B: Peptid Backbone: Dargestellt ist ein schematisches Bild (Peptid-backbone) des 
Calmodulins mit den wesentlichen Sekundärstrukturen (Zielinski 1998). Die Calcium-
bindenden Domänen sind mit I-IV gekennzeichnet. Die an den jeweiligen Enden 
dargestellten α-Helices treten später mit den calmodulinbindenden Proteinen in 
Interaktion. Verbunden sind diese Komponenten durch die Linker-Domäne. Bedingt durch 





Abb. 3: NMR-Untersuchung des Calmodulin in Interaktion mit Myosin-Leicht- 
Kette in Gegenwart von Calcium 
Die Abbildung stellt die NMR-Strukturuntersuchungsergebnisse der Interaktion des 
Calmodulins mit der Myosin-Leichtkette dar (Goldberg et al. 1998). Die in Abb. 2 darge-
stellte α-Helix beugt sich und die in der Abbildung 2 dargestellten Domänen I-IV umhüllen 
das calmodulinbindende Protein.  
Wäre diese “Röhre“ durch sterische Ausrichtungen blockiert, so könnten 
calmodulinbindende Proteine nicht gebunden werden.  
 
Affinitätschromatographische Aufreinigungen von Proteinen auf immobilisiertem 
Calmodulin wurden von mehreren Gruppen durchgeführt; unter anderem die Gruppe 
Depaoli-Roach (Depaoli et al. 1979) und Jennissen und Botzet (Jennissen und Botzet 
1993). In diesen Fällen wurde Calmodulin ungerichtet über die Aminogruppe einer Lysin-
seitenkette immobilisiert. Die sieben verschiedenen Lysine des Calmodulins sind in Abb. 2 
und 3 rot hervorgehoben. Anzumerken ist, dass Lys 115 des Calmodulins jedoch durch 
eine Trimethylgruppe blockiert.                                                                                                                       
Der Ablauf der ungerichteten Kopplung des Calmodulins an die Sepharose ist in Kapitel  
3.1 dargestellt.  Unter der Annahme, dass alle sechs Lysine des Calmodulins mit der 
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gleichen Wahrscheinlichkeit an die Sepharose gebunden werden können, würden sich 
sechs verschiedene räumliche Positionen ergeben. Auch wenn die Tertiärstruktur des 
Calmodulins nach der Immobilisierung in der Weise erhalten bleibt, dass es prinzipiell 
andere Proteine binden würde, könnten dennoch einige dieser Orientierungen die 
Interaktion von Calmodulin mit calmodulinbindenden Proteinen erschweren. Dies könnte 
unter anderem dadurch erfolgen, dass die in Abb. 3 dargestellten „Röhre“ durch die 
Immobilisierung nicht mehr für andere Proteine zugänglich ist und somit andere 
calmodulinbindende Proteine nicht mehr gebunden werden. Durch gerichtete 
Immobilisierung, zum Beispiel durch Verwendung des oben beschriebenen Fusions-
proteinsystems, könnten sterische Hemmnisse umgangen werden. 
Folgende Fragestellung soll im Rahmen dieser Dissertation beantwortet werden: 
Kann durch die gerichtete Immobilisierung eine Verbesserung der 
Affinitätschromatographie auf Calmodulin erbracht werden? Als „Assay“ dient dazu die 





















2.  Materialien und Methoden 
 
2.1  Materialien 
 
Aceton, Acrylamid (Fa. Roth, Karlsruhe), Alkoholdehyrogenase, Ampicillin, Ammonium-
peroxisulfat, Benzol (Fa. Sigma, München), Bolton-Hunter-Reagent (Fa. Amersham, 
Braunschweig), Borsäure, Bovines Serumalbumin (alle Fa. Sigma, München), 
Bromphenolblau (Fa. Serva, Heidelberg) 1,4 Butandioldiglycidether, Calciumchlorid (alle 
Fa. Sigma, München), Calmodulin (eigene Präparation), Carboanhydrase (Fa. Sigma, 
München), Chloramin T (Fa. Serva, Heidelberg), Coomasie-Blau (Serva Blue R, Fa. Serva, 
Heidelberg), 2-Desoxy-D-Glukose, Dikaliumhydrogenphosphat, Dinatriumkarbonat, Di-
natriumtartrat, Dioxan, DTE (Dithiothreitol) (alle Fa. Sigma, München), EDTA 
(Ethylendiamintetraessigsäure-Natriumsalz, Fa. Serva, Heidelberg), EGTA (Ethylenglyko-
lbis-(2-aminoethylether)-N,N`-tetraessigsäure; Fa. Serva, Heidelberg), Ferritin (Fa. Sigma, 
München), Folin-Ciocalteus-Reagenz (Fa. Merck, Darmstadt), Glutathion (Fa. Sigma, 
München), Glutathion-Sepharose (eigene Präparation), Glycerin, Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (alle Fa. Sigma, München), Hefe-Extrakt (Fa. Fluka BioChemika, 
Buchs, Schweiz), Immunoglobulin G (Fa. Sigma, München), IPTG (Isopropyl-ß-D-
thiogalactosid, Fa. Roche, Mannheim), Kaliumdihydrogen-phosphat, Kaliumjodid, Kal-
ziumdichlorid, Kupfersulfat, Lactalbumin (alle Fa. Sigma, München), Leupeptin (Fa. 
Biomol, Ilvesheim), Lysozym (Fa. Sigma, München), Mercaptoethanol, Methanol, 
Methylenbisacrylamid (alle Fa. Serva, Heidelberg), Milchprotein (Fa. Töpfer, Dittmans-
ried), Natriumborhydrid, Natriumchlorid, Natriumhydrogenphosphat, Natriumhydroxid, 
Natriummetabisulfit, Ovalbumin (alle Fa. Sigma, München, Pentobarbiturat-Natrium 
(Nembutal®, Fa Sanofia-Leva, Hannover), Phenylhydrazin (Fa. Serva, Heidelberg), Phos-      
phorylase b (eigene Präparation), Phosphorylase Kinase (eigene Präparation), PMSF (Phe-
ylmethansulfonylfluorid, Fa. Serva, Heidelberg), SDS (Natriumlaurylsulfat, Fa Roth, 
Karlsruhe), TEMED (N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin), Thyreoglobulin (alle Fa. Sigma, 
München), Trichloressigsäure (Fa. Serva, Heidelberg), Tris (Tris-hydroxy-aminomethan 
(Fa. Biomol, Ilvesheim), Triton 100 (Fa. Fluka, Bruchs, Schweiz), Trypsininhibitor (Fa 
Biomol, Ilvesheim), Trypsinogen (Fa. Sigma, München), Trypton (Fa. Fluka, BioChemika, 





2.2  Präparative Methoden 
2.2.1.  Herstellung von Roh-uCaM-Synthetase 
2.2.1.1  Induktion einer Retikulozytose 
 
Nach der Methode von Gehrke und Jennissen (Gehrke et al. 1987) wurde bei ca. sechs 
Monate alten Kaninchen des Stammes CHBBch (mit einem Ausgangsgewicht von ca. 2-4 
kg) durch subkutane Injektion von Phenylhydrazin (2,5 % v/v in 0,9% w/v NaCl, pH. 7,4) 
im Schulter- und Nackenbereich eine Retikulozytose ausgelöst. An den Tagen 1-4 wurden 
0,22 ml/kg und am 5. Tag 0,13/kg der Phenylhydrazin-Lösung appliziert. Am 8. Tag 
wurden die Tiere durch Injektion von 3 ml Pentobarbiturat-Na (Nembutal®) in die V. 
auricularis magna narkotisiert. Nach Eintritt der Narkose wurden die Aa. carotis communis 
eröffnet und das Blut nach Vorlage von 1 ml 1M Na-Citrat (pH. 7,4) pro 100 ml Blut in 
einem silikonisiertem Becher (Siliko-Spray, Fa W. Rüsch, Rommelshausen) aufgefangen. 
 
2.2.1.2  Lysatpräparation aus Retikulozyten 
 
Die Präparation erfolgte in Anlehnung an die Methode von Gehrke und Jennissen (Gehrke 
et al. 1987), welche eine Modifikation der Veröffentlichung von Ciechanover 
(Ciechanover et al. 1982) darstellt. Das in 2.2.1.1 erhaltene Blut wurde zentrifugiert 
(Beckmann Zentrifuge Rotor 6, 465 ml, 2500 g, 30 min 5 °C), der Überstand abgesaugt 
und das so gewonnene Pellet im zehnfachen Volumen 10 mM KH2PO4 / K2HPO4, 150 mM 
NaCl, pH. 7,4 resuspendiert. Der obige Vorgang wurde zweimal durchgeführt. Die 
erhaltene Retikulozytenfraktion wurde ATP depletiert, indem dem Pellet in einem Zell zu 
Pufferverhältnis von 1:1 10 mM KH2PO4 / K2HPO4, 150 mM NaCl, 20mM 2-desoxy-D-
Glucose und 0,2 mM Dinitrophenol pH. 7,4 beigemengt wurde. Nach Zentrifugation und 
Absaugen des Überstandes wurden die erhaltenen Retikulozyten erneut wie oben 
beschrieben gewaschen und inkubiert. Die Lyse des so aufgearbeiteten Retikulozyte-
npellets erfolgte durch Zugabe einer 1,66 mM DTE-Lösung, die dem 2,5 fache Pellet-
volumen entsprach. Die hypotone Lyse wurde durch deutlichen Farbumschlag nach rot 
sichtbar. Die korpuskulären Bestandteile wurden durch Ultrazentrifugation bei 80.000 g 
(ZU l8-70, Fa Beckmann, München) abgetrennt. Der Ultrazentrifungenüberstand wurde 




2.2.2  Aufreinigung von Calmodulin aus Rinderhoden 
 
Die Isolierung des Calmodulins aus Rinderhoden wurde freundlicherweise von Frau Botzet 
nach der Methode von Jennissen (Jennissen und Botzet 1993) durchgeführt. 
 
2.2.3 Herstellung von kaltem Calmodulin, modifiziert nach der Methode 
von Bolton und Hunter (BH-Calmodulin) 
 
Die Präparation wurde entsprechend der Methode von Ziegenhagen (Ziegenhagen et al. 
1988) durchgeführt, welche eine Modifikation der Vorgehensweise von Bolton und Hunter 
(Bolton und Hunter 1973) darstellt. 
13,1 mg Bolton-Hunter-Reagent wurden 5,2 ml Benzol (wasserfrei gelagert auf Molekular-    
sieb) und 0,311 ml Dioxan (gelagert auf Natriumdraht) zugefügt und die Lösung im Rota-
tionsverdampfer bei Raumtemperatur und unter Vakuum eingedampft. 
So dann wurden 16 ml Calmodulinlösung (0,5 mg/ml gelöst in 125 mM Borsäure, pH 8,4) 
der Lösung beigemengt, 30 min unter langsamen Schütteln auf Eis inkubiert und 
schließlich 1,8 ml 2 M Glycin, 0,1 mM CaCl2 pH 7,0 zugefügt. Nach entsprechender TCA-
Fällung wurde das erhaltene Pellet auf 2 ml 10mM GP, 0,1 mM CaCl2, pH 7,0 
umdialysiert. 
 
2.2.4             Radioaktive Markierung von Calmodulin mit 125Iod nach der Methode 
von Bolton und Hunter (BH-Calmodulin) 
 
Entsprechend der Publikation von Ziegenhagen (Ziegenhagen et al. 1988), welche eine 
Modifikation der Methode von Bolton (Bolton und Hunter 1973) darstellt, wurden 1 mCi 
BH-Reagenz 30 min unter Stickstoff eingedampft (entspricht 455 pMol BH-Reagenz). 
Dann wurde 15,3 µl Calmodulinlösung (0,5 mg/ml) (entspricht 455 pMol Calmodulin) 
hinzugefügt und das Gemisch 30 min auf Eis unter gelegentlichem Schütteln inkubiert. 
Daraufhin dann erfolgte die Zugabe von 0,15 ml folgender Lösung: 0,2 M Glycerin gelöst 
in 125 mM Borsäure pH. 8,4. Anschließend wurde die Probe 30 min auf Eis gelegt.  
Schließlich wurden 151 µl kaltes BH-Calmodulin zugefügt (3,3 mg/ml; entspricht 500 µg). 
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Nach TCA-Fällung wurde das Pellet zweimal mit 0,5 ml eiskalter Acetonlösung (-20 °C) 
gewaschen, mit 1M GP neutralisiert und in 0,3 ml eines Puffers mit 10mM GP, 0,1 mM 
CaCl2, pH 7,0 aufgelöst. 
Der Lösung wurde ein Aliquot entnommen und mittels TCA-Fällung die Einbaurate 
bestimmt, indem getrennt die Strahlungsaktivitäten des Überstandes und des Pellets 
bestimmt wurden. Es ergab sich eine Einbaurate von ca. 85 %. 
 
2.2.5  Radioaktive Markierung von Ubiquitin mit 125Iod 
 
Die Kopplung vom radioaktiven Jod an Ubiquitin beruhte auf der Methode von Gehrke 
und Jennissen (Gehrke et al. 1987). Nach Vorlage von 139 µl Ubiquitinlösung (65 mg/ml), 
45 µl 1M KH2PO4/K2HPO4, pH 7,5 und 90 µl Na125I (9 mCi, Fa. Amersham Pharmacia, 
Buckinghamshire, England) in einem Eppendorfröhrchen (Qualicup) wurde die Reaktion 
durch Zugabe von 45 µl Chloramin T (2 mg/ml) gestartet und nach 90 Sekunden durch 
Zugabe von 45 µl Natriummetabisulfit (2 mg/ml) und 900µl KJ (10 mg/ml, ebenso wie 
Natriummetabisulfit und Chloramin T gelöst in 150 mM KH2PO4/K2HPO4 pH 7,5) 
gestoppt. Abschließend wurden 140 µl 20 mM Tris/HCl pH 7,5 zugefügt. 
Die Lösung wurde dreimal jeweils eine Stunde gegen 5 l 20 ml Tris/HCl pH: 7,5 dialysiert 
und nach entsprechender Aliquotierung im flüssigen Stickstoff gelagert. Die 
Proteinausbeute betrug durchschnittlich 60%, die Radioaktivitätsausbeute durchschnittlich 
80%. 
 
2.2.6  Herstellung der Ubiquitin-Sepharose (Ubi-Seph) 
 
Die folgende Präparation wurde entsprechend der Veröffentlichung Majetschaks 
(Majetschak et al. 1998b) durchgeführt. 
Ubiquitin-Sepharose wurde nach der von Sairam und Porath beschriebenen Methode 
(Sairam und Porath 1976) aktiviert. Zunächst wurden 70 g abgenutschte Sepharose in 1,2 l 
Aqua Bidest aufgelöst, abgenutscht und das so erhaltene Gel in 70 ml 0,5 M Na2CO3, pH 
11 resuspendiert. Die Aktivierung erfolgte durch Zugabe von 4 ml Divinylsulfon (DVS); 
während der anschließenden vierstündigen Inkubation wurden alle 10 Minuten 0,2 ml 
Divinylsulfon hinzugefügt. Im Weiteren wurde das Gel solange gewaschen, bis die 
Suspensionslösung einen pH-Wert von 7 aufwies. Abschließend wurde mit 100 ml Aceton 
und 100 ml Wasser nachgewaschen. 
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Die so erhaltene DVS-aktivierte Sepharose 4B wurde gemäß der Publikation von Gehrke 
(Gehrke et al. 1987) mit 0,2 M NaHCO3 äquilibriert, dann in einem Verhältnis von 1:1 
(w/v) mit einer Ubiquitinlösung (6,5 mg/ml gelöst in 0,2 M NaHCO3, pH 9,5) vermischt 
und vier Stunden bei Raumtemperatur unter langsamen Rühren inkubiert. Anschließend 
wurde die Suspension weitere 15 Stunden bei 5 ˚C gerührt. Nach Abschluss der Inkubation 
wurde die Suspension genutscht, zur Beendigung der Kopplungsreaktion dem Gel 0,2 M 
NaHCO3, pH 9,5 in einem Verhältnis von 1:1 (v/w) zugesetzt und die Suspension vier 
Stunden bei Raumtemperatur gerührt. Nach Waschung des Gels mit 100-fachen 
Gelvolumen Wasser und 100-fachen Gelvolumen 20 mM Tris/HCl stand es bereit für 
weitere Präparationen. Die so erhaltene Ubiquitin-Sepharose wies einen Substitutionsgrad 
von 5,9 mg Ubiquitin pro ml gepacktes Gel auf. 
 
2.2.7  Synthese von Glutathion-Sepharose 
 
Die Kopplung des Glutathions an die Sepharose erfolgte entsprechend der Modifikation 
von Dr. T. Zumbrink (unpubliziert), welche auf der von Sundberg und Porath (Sundbergh 
und Porath 1974) beschriebenen Methode beruht. 
Nach Auflösung von 50 g Agarose in 1 l Aqua bidest wurde die Suspension mit ml 0,6 N 
NaOH und 92 mg Natriumborhydrid versetzt und anschließend gerührt. In einem weiteren 
Schritt wurden 50 ml 1,4 Butandioldiglycidether langsam hinzugefügt und die Reaktion 
über Nacht bei Raumtemperatur fortgeführt. Am nächsten Tag wurde die Agarose mit 2 l 
Wasser gewaschen. Sodann wurde die Sepharose mit 500 ml 0,1 M Na2PO4/NaHPO4 (di-
Natrium-hydrogenphosphat) 1 mM EDTA pH 7,0 gewaschen, abgefritet und nochmals mit 
300 ml des oben beschriebenen Phosphatpuffers gewaschen. 
Fünf Gramm Glutathion wurden in 62 ml des Phosphat-und EDTA Puffers gelöst. Die 
Lösung wurde dem Gel hinzugefügt und auf pH 7,0 eingestellt. Nach sechsstündigem 
Rühren wurde  das Gel abgefritet und mit einem Liter Wasser und 1 l Phosphatpuffer 







2.2.8  Molekularbiologische Synthese des Glutathion-S-Transferase-Calmodulins 
(GST-Calmodulin) aus E.coli 
 
Glutathion-S-Transferase wurde in einer Bakterienkultur hergestellt (Laub et al. 1998). Das 
Einbringen des Vektors in das Bakterium sowie die Auswahl des geeigneten Klons wurde 
von Dr. Stepphuhn durchgeführt, dem ich für diese Arbeit zu Dank verpflichtet bin. 
Je 20 µl eines E.coli Stammes (f36 CpgEx Bam Sol 5 Alpha Nr. 10; von Herrn Dr. 
Stepphuhn freundlich zur Verfügung gestellt) wurden in 3 ml 2YT Lösung (16 g/l Trypton; 
10g/l Hefe Extrakt, 5 g/l NaCl, pH 7,0; 50µg/ml Ampicillin) angeimpft und bei 37°C über 
Nacht inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden zwei 5 l Glaskolben bei trockener Hitze sterilisiert und mit 3 l 
der obigen 2YT Lösung (eingestellt auf 50µg/ml Ampicillin) befüllt. Die Vorkultur wurde 
in den Kolben überführt und der Extinktionsleerwert dieser Lösung photometrisch 
bestimmt. Nach zwei Stunden Inkubation bei 37°C wurde halbstündlich die Extinktion der 
Kultur bestimmt. Nachdem die Lösung einen Extinktionswert von 0,6 aufwies, wurde die 
Kultur auf 1mM IPTG Endkonzentration eingestellt und über Nacht weiter bei 37°C 
inkubiert. 
Am nächsten Tag wurden die Bakterien abzentrifugiert (Beckmannzentrifuge JA 10 Rotor, 
7000g 4°C 15 min), der Überstand abgegossen und das Pellet in 50 mM Tris, 100 mM 
NaCl pH 8,0 gelöst. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Das dabei erhaltene Pellet 
wurde in einer möglichst geringen Menge PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
NaHPO4  1,8 mM KH2PO4, pH 7,3) gelöst. Dieser Lösung wurde Lysozym bis zu einer 
Konzentration von 1 mg/ml hinzugefügt, für ca. 30 min bei Raumtemperatur geschüttelt 
und bei -80 °C über Nacht eingefroren. Am nächsten Tag wurde die Flüssigkeit mit dem 
Ultrathorax fünf verschiedene Male je eine Minute lang aufgeschlossen und schließlich 60 
Minuten zentrifugiert (Beckmannzentrifuge, 28000 rpm, 80 000 g, 4°C). Der Überstand 
und Pellet wurden bei -80 °C eingefroren. Glutathion-S-Transferase-Calmodulin wird im 
Folgenden GST-Calmodulin genannt. 
 
2.2.9 Herstellung von Glutathion-S-Transferase-Calmodulin-Sepharose (GST-
Calmodulin-Sepharose) 
 
Nach der in 2.2.7 beschriebenen Synthese von Glutathion-Sepharose wurden 25 ml 
Glutathion-Sepharose für die Herstellung von GST-Calmodulin-Sepharose verwendet. 
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Hierzu wurde eine Säule mit Glutathion-Sepharose gepackt (Innendurchmesser 2,5 cm, 5,8 
cm Höhe) und mit dem 10 fachen Säulenvolumen PBS, 1 % Triton äquilibriert. Zur 
Beladung des Gels mit dem Fusionsprotein GST-Calmodulin wurden 20 mg 
Ultrazentrifugenüberstand (mit einem GST-Calmodulin Anteil von ca. 40 %, s. 2.2.8) pro 
ml Gelvolumen mit einer Auftragsgeschwindigkeit von 90 ml/h aufgetragen. Zuvor wurde 
die Auftragslösung durch Zugabe von PBS und Triton 100 auf 1,4 mg/ml 
Proteinendkonzentration und 1 % Triton 100 eingestellt. Nach dem Auftrag des 
Fusionsproteins wurde die Säule mit dem fünffachen Säulenvolumen PBS, 1 % Triton 100 
gewaschen und schließlich mit dem 10 fachen Säulenvolumen PBS äquilibriert. Der Säule 
wurde 1 ml Gel entnommen und die immobilisierte GST-Calmodulinmenge durch Auftrag 
von 8 ml Glutathion bestimmt. Glutathion verdrängt GST-Calmodulin spezifisch. Die 
immobilisierte GST-Calmodulinmenge betrug ca. 4-5,5 mg/ml packed Gel (s. Tab. 2). 
Der Anteil der unspezifisch gebundenen Proteine wurde durch Auftrag von 1 % SDS 
bestimmt. 
 
2.2.10 Präparation von Calmodulin-Sepharose nach der Divinylsulfon- 
Aktivierungsmethode (DVS-Calmodulin) 
 
Calmodulin-Sepharose 4B wurde freundlicherweise von G. Botzet und H.P. Jennissen nach 
der Methode von Jennissen und Botzet (Jennissen und Botzet 1993) hergestellt. Der 
Substitutionsgrad betrug 4,1 mg Calmodulin/ml gepacktes Gel. 
 
2.3   Chromatographische Methoden 
 
2.3.1.1 Herstellung von APFII aus Retikulozytenlysat auf Fractogel EMD-DEAE 
650 (S) 
 
Gemäß der von Gehrke (Gehrke et al. 1987) und Hershko (Hershko et al. 1986) 
beschriebenen Vorgehensweise, welche eine Variation der Veröffentlichung von 
Ciechanover (Ciechanover et al. 1982) darstellt, wurden eine Hauptsäule 
(Superperformance Fa. Pharmacia-LKB, Freiburg, Innendurchmesser 3,1 cm, Höhe 2,6 
cm, 16 ml packed EMD-DEAE 650 (S) Fractogel, Fa. Amersham, Braunschweig) und eine 
ihr vorgeschalteten Vorsäule (4 ml packed Gel HWK-65 (S), Fa. Hitachi) verwendet. 
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Die Säulen wurden zunächst mit dem 10-fachen Säulenvolumen des Phosphatpuffers 3 
mM KH2PO4 / K2HPO4 1 mM DTE pH 7,0 5 µg/ml Leupeptin äquilibriert. So dann wurde 
Lysat (s. 2.2.1.2) (364 ml, 59mg/ml) aufgetragen. Es wurden 1300 mg Lysat/ml packed 
Gel mit einer Geschwindigkeit von 75 ml/h aufgetragen. Nach Beendigung des Auftrages 
wurde mit dem 7-fachen Säulenvolumen des Äquilibrierungspuffer mit einer 
Geschwindigkeit von 75 ml/h gewaschen und schließlich mit 20 mM Tris, 500 mM KCl, 5 
µg/ml Leupeptin, 0,1mM PMSF, 0,1 mg/ml Trypsininhibitor eluiert. Der Elutionsvorgang 
wurde photometrisch aufgezeichnet und in Fraktionen zu 12 ml aufgefangen. Die 
Fraktionen, die sich um den Extinktionsmaximum gruppierten, wurden gepoolt und für die 
weitere Aufreinigung verwendet. Das so gewonnene Eluat wird mit APFII abgekürzt. 
 
2.3.1.2  Affinitätschromatographie auf Ubiquitin-Sepharose 4B 
 
Die Affinitätschromatographie beruht auf der Methode von Gehrke und Jennissen (Gehrke 
et al. 1987). Die Säule hatte folgende Maße: Innendurchmesser 2,5 cm, Höhe 5,8 cm. Die 
Säule wurde bei 4°C im Kühlraum mit 10-fachen Säulenvolumen des Puffers 50 mM 
Tris/HCl, 5mM ATP, 10 mM MgCl2 äquilibriert  
31 ml der Auftrageslösung (8,6 mg/ml APFII, s. 2.3.1.1) wurde auf 5mM ATP, 10 mM 
MgCl2 eingestellt und mit einer Pumpgeschwindigkeit von 25 ml/h auf die Ubiquitin-
Sepharose aufgetragen. Nach Abschluss des Auftrages wurde mit dem dreifachen 
Säulenvolumen des Äquilibrierungspuffer nachgewaschen. Der dabei erhaltene Durchlauf, 
welcher im Folgendem mit Ubi-Seph-D bezeichnet wird, wurde für weitere Präparationen 
aufgehoben und eingefroren. Anschließend erfolgte die Elution der Ubiquityl-Calmodulin 
Synthetase Faktor 1 (uCaM Syn-F1) mit dem fünffachen Säulenvolumen 50 mM Tris/HCl, 
10mM DTE, 0,1 mM EDTA, pH 9. Die Elutionsfraktion wurde gegen 20 mM Tris/ HCl, 
1mM DTE, PH 7,6 umdialysiert, auf 5 µg/ml Leupeptin eingestellt und bei – 80 °C 
eingefroren.  
 
2.3.1.3  Affinitätschromatographie auf DVS-Calmodulin-Sepharose 
 
Die Affinitätschromtographie auf DVS-Calmodulin-Sepharose erfolgte entprechend der 
Methode Majetschaks (Majetschak et al. 1998b). Die Säule hatte folgende Maße: Innen-
durchmesser 2,5 cm, Höhe 5,8 cm. Die Säule wurden mit 250 ml des Waschpuffers (50 
mM GP, 10 % Sucrose, 2 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 5 µg/ ml Leupeptin, 
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0,01 mM PMSF, 5 µg/ml Trypsininhibitor pH 7,0) mit einer Pumpgeschwindigkeit von 90 
ml/h äquilibriert. Danach wurde der Auftrag (U-Seph-D) auf eine Calciumkonzentration 
von 1 mM Calciumchlorid eingestellt und mit einer Pumpgeschwindigkeit von 70 ml/h 
aufgetragen. Nach Beendigung des Auftrags wurde mit 125 ml des oben beschriebenen 
Waschpuffers nachgewaschen. Die Elution der uCaM Syn-F2 erfolgte durch folgenden 
Elutionspuffer: 50 mM GP, 5 mM MgCl2, 2mM EDTA, 5 mM EGTA, 5µg/ml Leupeptin, 
0,01 mM PMSF pH: 7,0) eluiert. Das erhaltene Eluat wurde mit Vivaspin (30 kDa, Fa. 
Millipore) ankonzentriert, mit 20 mM Tris/HCl, 1mM DTE, 5 µg/ml Leupeptin, 0,01 mM 
PMSF umdialysiert und bei -80°C eingefroren. 
 
2.3.1.4  Anionenaustauschchromatographie auf MonoQ HR 5/5 
 
Die Anionenaustauschchromatographie auf MonoQ-Gel erfolgte auf der Grundlage der 
Arbeiten Majetschaks (Majetschak et al. 1998a, Majetschak et al. 1998b). 
Die MonoQ HR 5/5 Säule (Fa. Pharmacia-LKB, Freiburg; 0,5 cm I.D., 5 cm Gelhöhe) 
wurde mit 20 mM Tris/ HCl, 1mM DTE, 5µg/ml Leupeptin, 0,01 mM PMSF, 5µg/ml 
Trypsininhibi- tor äquilibriert. Der MonoQ-Säule war eine Vorsäule (1 ml HWK 65 (S); 
0,5 cm Innendurchmesser, 1 cm Gelhöhe, Fa. Hitachi) vorgeschaltet. Die Chromtographie 
erfolgte auf einem Äkta-Prime Gerät (Fa. Amersham, Braunschweig). Das Äkta Prime 
Gerät besteht aus einem Durchflussphotometer, einer Pumpe, einem Fraktionssammler und 
einem Steuerungsgerät, das diese einzelnen Komponenten steuert.  
Die gesamte Apparatur befand sich im Kühlraum bei 5 °C. Die Pumpgeschwindigkeit 
variierte zwischen 8 ml/h und 15 ml/h, der Säulendruck zwischen 7 und 20 bar. Der 
Auftrag  wurde in einer 5 ml Einmalspritze aufgenommen und mittels des Rheodyne 
Injektors (Rheodyne Injektor 9125 Fa. Pharmacia-Amersham, Braunschweig) auf die 
Probenschleife (Superloop 10 ml, Fa. Pharmacia-LKB, Freiburg) aufgetragen; die Angaben 
bezüglich KCl Gradienten, Pumpgeschwindigkeiten, Auftragsvolumina und 
Konzentrationen sind bei den jeweiligen Versuchen aufgeführt. 
Der KCl-Gradient wurde zusätzlich mit dem Handmessgerät (s. 2.4.6) gemessen. 
 
2.3.1.5  Gelfiltration auf Superose 6.p.g. 
 
Die Gelfiltration wurde entsprechend der Methode von Majetschak (Majteschak et al. 
1998a) auf Superose 6 p.g. bei 5°C mit folgender Säule durchgeführt (1,1 cm I.D., 25,17 
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ml Gel). Als Laufpuffer wurde 20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, 1mM DTE, 5µg/ml 
Leupeptin; Pumpgeschwindigkeit 4,15 ml/h) verwendet. Nach Packung der Säule 
entsprechend der Anleitung der Firma Pharmacia wurde zunächst die Bodenzahl der Säule 
bestimmt. Diese erfolgte durch Auftrag von 500 µl 5mg/ml Azeton mit einer 
Pumpgeschwindigkeit von 60 ml/h. Die Extinktion wurde photometrisch bei 0,05 
gemessen und mit einer Papiergeschwindigkeit von 2 mm/sec aufgezeichnet. Die 
anschließende Auswertung erfolgte bei halber Peakhöhe des Extinktionsverlaufes. Die zur 
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Hierbei ist A die Strecke Start der Aufzeichnung bis zum Peak der Extionskurve in cm; B 
ist die Breite der Extinktionskurvenverlaufes bei halber Peakhöhe in cm und H die Höhe 
der Säule in mm. Die Bodenzahl betrug etwa 4500/m. Nach Bestimmung der Bodenzahl 
wurde die Säule durch folgende Standardproteine geeicht: 
1. Thyreoglobulin (668 kDa), 2. Ferritin (446 kDa), 3. Katalase (232 kDa), 4. γ-Globulin 
(150 kDa), 5. Bovines Serumalbumin (BSA, 67 kDa), 6. Ovalbumin (45 kDa), 7. 
Trypsininhibitor (20,1 kDa), 8. Cytochrom c (12,4 kDa). Die Eichung erfolgte anhand der 
grafischen Auswertung des Extinktionsverlaufes gemessen bei 280 nm. Die grafische 
Auswertung des Elutionsvolumens Ve erfolgte als Halbwertsbreite bei 1/3 Höhe des 
Proteinpeaks.  
Die Bestimmung des Ausschlussvolumens Vo erfolgte mit Dextran-Blue, die des 
Totalvolumens Vtotal  mit DNP Alanin (beide Firma Serva Heidelberg). 
Bei den Gelfiltrationsläufen, die ohne zusätzliche Proteasehemmer eingefroren wurden (s. 
Ergebnis-Teil 3.3), betrug Vo 11.5 ml und Vtotal  27,7 ml.  
Bei den Läufen, die mit zusätzlichen Proteasehemmern eingefroren wurden (s. Ergebnis 








2.3.2.  Chromatographie auf orientiert immobilisiertem Calmodulin 
 
2.3.2.1 Affinitätschromatographie auf GST-Calmodulin-Sepharose 
 
Die GST-Calmodulin-Sepharose (I.D. der Säule 2,5 cm, Höhe 5,8 cm) wurde mit 10 
Säulenvolumina des Waschpuffers (50 mM GP, 10 % Sucrose, 2mM EDTA, 5 mM MgCl2, 
2 mM CaCl2, 5 µg/ml Leupeptin, 0,01 mM PMSF, 5 µg/ml Trypsininhibitor pH 7,0) mit 
einer Pumpgeschwindigkeit von 90 ml/h äquilibriert. Der Auftrag (Durchlauf der 
Ubiquitin-Sepharose-Säule, s. 2.3.1.2) wurde mit dem Äquilibrierungspuffer auf eine End-
konzentration von 1 mg/ml und einer Calciumkonzentration von 1mM CaCl2 eingestellt: 
Der Auftrag erfolgte mit einer Pumpgeschwindigkeit von 70 ml/h. Anschließend wurde mit 
dem fünffachen Säulenvolumen Äquilibrierungspuffer nach-gewaschen und mit fünffachen 
Säulenvolumen Elutionspuffer (50 mM GP, 5 mM MgCl2, 2mM EDTA, 5 mM EGTA, 
5µg/ml Leupeptin, 0,01 mM PMSF pH: 7,0) eluiert. Das erhaltene Eluat wurde 
ankonzentriert (Vivaspin 30 kDa, Fa. Millipore), mit 20 mM Tris/HCl, 1mM DTE, 5 µg/ml 
Leupeptin, 0,01 mM PMSF umdialysiert und bei -80°C eingefroren. 
 
2.4  Analytische Methoden  
 
2.4.1  Automatisierte Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry 
 
Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgt nach Lowry (Lowry et al. 1951). Um 
eventuell den Test störende Substanzen zu vermeiden, wurde die zu bestimmende Lösung 
mit TCA gefällt (Endkonzentration 5 % (w/v)), 20 Minuten auf Eis gelegt und 
abzentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5420, Fa. Eppendorf, 15 min bei 10.000 g). Das 
Pellet wurde aufgenommen in 1% SDS, 0,1 N NaOH. Nach Durchmischung der 
Proteinprobe mit dem gleichen Volumen 0,1 % (w/v) CuSO4 x 5 H2O und 0,24 % (w/v) 
Dinatriumtartrat x 2 H2O erfolgte nach einer Minute die Zugabe des 4,25-fachen Volumens 
0,2 N NaOH, 2,12 % (w/v) Na2CO3 und nach einer weiteren Minute die Zugabe des 
gleichen Volumens Folin-Ciocalteus-Reagenz (1:4 verdünnt). Diese Vorgänge wurden 
automatisiert durch Auto-Analyzer (Fa Technikon, Bad Vibel) durchgeführt. Nach fünf 
Minuten Inkubation der Gemische erfolgte die photometrische Messung der Extinktion bei  
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660 nm im Zytometer. Zur Eichung des Tests wurden bei jeder Messreihe die Extinktionen 
von vier verschiedenen, bekannten BSA Lösungen bestimmt.  
 
2.4.2 Polyacrylamid-Gelelektophorese (PAGE) 
 
Die Gele wurden mit folgenden Stammlösungen gemäß Laemmli (Laemmli 1970) 
angesetzt: 
 
1. 30 %( w/V) Acrylamid (AA), 0,8 % Methylenbisacrylamid 
2. 1,5 M Tris/HCl, 0,4 % (w/v) SDS, pH 8,8 
3. 0,5 M Tris/HCl, 0,4 % (w/v) SDS, pH 6,8 
4. TEMED 
5. 10 % (w/v) Ammoniumperoxisulfat ( frisch angesetzt) 
Die Lösungsansätze für Sammel- und Trenngele waren wie folgt: 
Lösung Sammelgel Trenngele 
  4,5 % AA 10 % AA 15 % AA 
1 6 ml 13,3 ml 20 ml 
2   10 ml 10 ml 
3 10 ml     
4 0,04 ml 0,04 ml 0,04 ml 
5 0,12 ml 0,15 ml 0,15 ml 
H2O 24 ml 16,7 ml 10 ml 
 
Die Gele wurden zwischen zwei Glasplatten (Glasplatten: 10 cm x 18 cm x 0,5 cm, 
Abstand der Platten 1,5 mm; Anzahl der Zahntaschen 10; Zahnabstand 1,6 mm, Zahnbreite 
6,6 mm, Zahntiefe 14,8 mm) mit Hilfe des vertikalen Gelelektrophoresesystems Protean 
(Fa. Biorad) gegossen. Zunächst wurde das entgaste Trenngel gegossen, dann wurde die 
Lösung mit ca. 0,3 ml Wasser überschichtet. Nach Auspolymerisieren des Trenngels wurde 
in entsprechender Weise mit dem Sammelgel verfahren und schließlich die Kämme 
eingesetzt. Nach Auspolymerisieren des Sammelgels wurden die Kämme entfernt und die 
freiwerdenden Räume mit Kammerpuffer befüllt (0,25 M Tris, 0,192 M Glycin und 0,1 % 
(w/v) SDS, pH 8,3). Die Proben wurden in Probenpuffer aufgenommen (10 % Glycerin, 
5 % ME, 2 % SDS, 0,001 % Bromphenolblau, 0,065 M Tris/ HCl, pH 6,8). 
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So dann wurden die Proteine ca. drei Stunden bei 80 mA und 190 V elektrophoretisch 
aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 Minuten in 0,25 % (w/v) 
Coomasie-Blau (Serva Blue R, Fa. Serva), 50 % Methanol, 9,2 % (v/v) Essigsäure unter 
Rütteln gefärbt und über Nacht in 7,5 % (v/v) Essigsäure, 5 %  (v/v) Methanol entfärbt. 
Die Gele wurden im Durchlicht mit einer Spiegelreflexkamera (bei folgender Einstellung: 
Blende: 8 oder 11 bei 1/8 bis 1/30 Sekunden Verschlusszeit) auf einen orthochromatischen 
Dokumentenfilm (Agfaortho 25 Professional, 15 DIN Empfindlichkeit, Fa. AGFA, 
Leverkusen) aufgenommen. Die Entwicklung der Filme erfolgte in einem Fotolabor. 
Als Standards zur Eichung des molekularen Massen wurden folgende Proteine verwendet:  
Lactalbumin (14,2 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa), Trypsinogen (25 kDa), 
Carboanhydrase (29,2 kDa), Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase, Ovalbumin (45 
kDa), BSA (67 kDa), Phosphorylase b (96 kDa), Phosphorylase-Kinase (α: 138 kDa, β: 





Die Overlays wurden zwischen zwei Overheadfolien eingelegt und verklebt. Dann wurden 
sie auf einen Röntgenfilm (18cm x 24 cm, Fuji RX, NIF, Fa Fuji, Düsseldorf) gelegt und 
bei -80°C zwischen einem Tag und einer Woche lang belichtet. Nach der Exposition 
wurden die Filme unter Rotlicht im Röntgenentwickler bis zur gewünschten 
Bandenschwärzung entwickelt und schließlich im Fixierer (Entwickler und Fixierer Fa. 
Adefo, Nürnberg) eingelegt. Nach Waschen der Filme mit Aqua bidest wurden die Filme 
an der Luft getrocknet. 
 
2.4.4   Overlay mit 125I-BH-Calmodulin 
 
Der Overlay erfolgte modifiziert nach der Methode von Berchtold (Fischer et al. 1996). 
10-50 µg der zu untersuchenden Proben wurden in 50 µl Probenpuffer (s. 2.4.2) aufgelöst, 
dann drei Minuten im Wasserbad bei einer Temperatur von ca. 55 °C inkubiert und 
anschließend auf ein 10 % Polyacrylamid-SDS-Gel aufgetragen. Nach Abschluss der 
Gelelektrophorese wurde das Gel 10 Minuten in Aqua bidest unter Schütteln gewaschen.  
Die Pro-Blott-Membran (Fa.Amersham) wurde 10 Minuten in 100 % Methanol eingelegt.  
Mehrere Lagen Kartonpapier (Fa. Whatman) wurde in verschiedene Pufferbäder getränkt. 
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Es wurde folgende Puffer verwendet: Puffer 1 (20 % Methanol, 0,3 M Tris/HCl, pH: 10,4);  
Puffer 2 (20 % Methanol, 25 mM Tris/HCl, pH 10,4) und Puffer 3 (20 % Methanol, 25 
mM Tris/HCl, pH 9,4). 
Der Aufbau für den Blott-Vorgang sah folgendermaßen aus: auf der Anodenseite wurden 
drei Lagen Kartonpapier aus Puffer 1 gelegt, kathodenwärts dann 2 Lagen Papier aus 
Puffer 2, darüber die Pro-Blott-Membran, darauf das Acrylamid-SDS Gel, weiter 
kathodenwärts 2 Lagen Papier aus Puffer 3 und oberhalb dieser Papierlagen wurde die 
Kathode positioniert und der gesamte Aufbau mit 2,5 kg beschwert. Die Begrenzungen der 
Bahnen auf dem Acrylamid-SDS-Gel wurden auf der Blott Membran eingezeichnet. 
Schließlich wurde vier Stunden lang bei einer Spannung von ca. 7 V und einer Stromstärke 
von 40 mA geblottet. 
Über Nacht wurde die Membran in Puffer 4 (10 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl) und am 
nächsten Tag 90 Minuten in Puffer 5 (10 mM Tris/HCL, 150 mM KCl, 1 mM CaCl2, 5 
mg/ml BSA, 0,1 % Tween 20) inkubiert. 
Die Blott-Membran wurde entsprechend der Begrenzung der Bahnen in Streifen 
geschnitten und in 3 ml der Overlaylösung (10 mM Tris/HCL, 150 mM KCl, 1 mM CaCl2, 
5 mg/ml BSA, 0,1 % Tween 20, 1-10 µg/ml 125I-BH-Calmodulin, 1Mio. cpm/µg) für vier 
Stunden eingelegt. 
Es wurden jeweils Kontrollproben mitgeführt, bei denen im Puffer 5, in der 
Inkubationslösung und in der Waschlösung CaCl2 gegen 20 mM EGTA ausgetauscht 
wurde. 
Nach der Inkubation wurden die Streifen für viermal je 15 Minuten in Puffer 5 gewaschen. 
Schließlich wurde eine Autoradiographie durchgeführt.  
 
2.4.5 Bestimmung der uCaM-Synthetase-Aktivität  
 
Beruhend auf der Methode von Ziegenhagen und Jennissen (Ziegenhagen und Jennissen 
1988) wurde dieser Test durchgeführt. Dem Inkubationsansatz (50 mM Tris/HCl, 1mM 
DTE, 5 mM MgCl2, 1 mM ATP, 10 mM Phosphokreatin, 0,1 mg/ml Kreatinkinase, 0,5 
mg/ml Calmodulin, 1mg/ml  125I-CT-Ubiquitin, spezifische Radioaktivität 50-400 
cpm/pmol) wurde die entsprechenden Enzymlösung zugesetzt (0,9 mg/ml für APFII, 0,3 
mg/ml für Calmodulin-Sepharose-Eluat, 0,1 mg/ml für CaM-Seph-E-MonoQ und 
Gelfiltration). Weiterhin wurde jeweils spezifisch 1,1 mM CaCl2  für die calciumhaltigen 
Ansätze bzw. 1mM EGTA für die calciumfreien Ansätze dazupipetiert. Die 
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Ansatzvolumina wurden durch Auffüllen mit Millipore auf 50 µl konstant gehalten. Nach 
30 Minuten Inkubation der jeweiligen Ansätze wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml 
Puffer 1 (20 mM Glycerophosphat, 1mM CaCl2 pH=7,0) gestoppt. Anschließend wurde der 
Reaktionsansatz sieben Minuten auf einem Heizblock auf 100 °C erhitzt und danach fünf 
Minuten auf Eis abgekühlt. Die denaturierte Proteine wurden dann abzentrifugiert 
(Eppendorf Tischzentrifuge, 13000 rpm, 5min), der Überstand in ein BSA-beschichtetes 
(Vorlage von 100 µl 30 mg/ml BSA im Eppendorfgefäß) 1,5 ml Eppendorf-Qualicup 
übergeführt und schließlich 0,2 ml (entspricht 0,1 ml packed Gel) Fluphenazin–Sepharose 
(Herstellung der Fluphenazin-Sepharose entsprechend der Methode von Jennissen und 
Botzet (Jennissen und Botzet 1993) zugefügt. Unter mehrmaligem Aufrühren wurde die 
Lösung fünf Minuten inkubiert und schließlich abzentrifugiert (drei Minuten, 13000 rpm, 
Eppendorf-Tischzentrifuge). Der Überstand wurde verworfen und dem Reaktionsgefäß  
1 ml Puffer 2 (20 mM Glycerophosphat, 1 mM CaCl2, 300 mM NaCl, pH 7,0) zugefügt. 
Entsprechend der beschriebenen Methode wurde zweimal gewaschen. Die Desorption der 
Konjugate erfolgte durch zweimaliges Waschen mit je 1 ml Puffer 3 (20 mM 
Glycerophosphat, 500 mM NaCl, 10 mM EGTA pH 7,0).  
Der Überstand (im folgendem EGTA-Eluat genannt) der Waschungen wurde gesammelt 
und mit dem γ-Counter (LS 7000 Liquid Scintillation System, Fa. Beckmann, München) 
standardmäßig eine Minute gemessen. 











=−   (Gl. 3) 
 
cpmP   = Radioaktivität des EGTA Eluats einer Probe (Ansatz in Gegenwart von 
Ca2+) 
cpmK  = Radioaktivität des EGTA Eluats einer Kontrollprobe (Ansatz ohne Ca2+) 
cpm spez. Ubi = spezifische Radioaktivität des [ 125I] CT-Ubiquitins (cpm/pMol) 
 
Die Bestimmung der calciumabhängigen Aktivität erfolgte durch Subtraktion der Calcium-
freien Kontrollprobenansätze von den calciumhaltigen Proben. Zur Bestimmung der 
unspezifisch freigesetzten Radioaktivität dienten calciumhaltige Ansätze, die zusätzlich 10 
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mM EDTA enthielten (-ATP/Mg2+) bzw. Proben, die an Stelle der Enzymlösung Millipore 
enthielten. 
Zur Bestimmung der Aktivität der uCaM SynF2 wurden sie mit 0,01 mg/ml uCaM SynF1 





Zur Messung der KCl-Konzentration wurden zwei Methoden verwendet: einerseits wurde 
der zu untersuchenden Probe 20 µl entnommen, in 20 ml Aqua bidest aufgelöst und die 
Leitfähigkeit dieser Lösung mit dem Conductivity Meter (Stabelektrode CDC 364; Fa. 
Radiometer Copenhagen, Dänemark) gemessen. Andererseits wurde die Leitfähigkeit 
direkt mit Hilfe des Leitfähigkeitsmessgeräts des Äkta-Prime FPLC-Moduls (Fa. 
Amersham, Braunschweig) gemessen. Diese beiden Messungen wurden direkt verglichen. 
Die Ergebnisse korrelierten mit einem Korrelationskoeffizienten von r2 = 0,999 recht gut 
miteinander (Daten nicht dargestellt).  
 
2.4.7  Datenauswertung 
 
Bei den beschriebenen Statistiken wurden arithmetische Mittelwerte, Standardabweichung 
und Variationskoeffizient bestimmt. 
Die linearen und nicht-linearen Regressionsanalysen wurden mit dem Softwareprogramm 
GraphPad Prism durchgeführt (GraphPad Software Inc., Version 5). 
Die Tabellenkalkulation wurde mittels Excel 2000 (Fa. Microsoft.), die Auswertung der 
Acrylamid-SDS Gele und Calmodulin-Overlays mit Hilfe des Programmes Phoretix (Fa. 
Nonlinear Dynamics) durchgeführt. 
 
2.4.8    Bioinformatorische Auswertungen 
 
Die Röntgenstruktur- und NMR-Strukturdaten sind für einzelne Proteine in der jeweiligen 
Publikation enthalten. Eine Zusammenfassung der jeweiligen Ergebnisse und deren EDV-
relevante Aufarbeitung ist in der Brookhaven-Datenbank abgespeichert. Ein möglicher 
Zugang zu dieser Datenbank erfolgt über diese Internetadresse: 
http://us.expasy.org/expasy_urls.html 
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Die durch Röntgenstrahlen erzeugten Beugungsbilder der Elektronenwolken der einzelnen 
Atome eines Moleküls werden jeweils in ein dreidimensionales kartesisches 
Molekülmodell umgerechnet. Ein limitierender Faktor ist die Tatsache, dass einige Atome 
im Kristall nicht starr an einer Position verharren sondern zwischen unterschiedlichen 
Koordinaten hin und her „springen“. Unter diesen Umständen können keine eindeutigen 
Beugungsbilder entstehen. Zusätzlich können durch Elektronenbeugungsbilder 
Wasserstoffatome nicht eindeutig identifiziert werden (alle Angaben zur 
Röntgenstrukturanalyse beruhen auf den Erläuterungen Rhodes 2000). 
Das durch Röntgenstrukturnanalyse gewonnene Modell kann durch weitere, zusätzlich 
gewonnene Informationen modifiziert werden.  
Die Magnetresonanzmethode (NMR) misst den chemischen Shift der Atomkerne mit 
einem Spin ungleich Null. Dieser „Shift“ beruht auf der Protonendichte des jeweiligen 
Kerns und der umgebenden Atome. Die Ergebnisse, die dabei entstehen, geben eine 
Abschätzung über die Entfernung von spezifischen Atompaaren. 
Da die Proteine in Wasser gelöst sind und somit ständig in Bewegung sind, stellen die 
Ergebnisse nicht ein eindeutiges Ergebnis sondern ein Mittelwert verschiedener Entfernun-    
gen der Atome dar. (Die obige Erklärung beruhen auf den Erläuterungen von Thompson 
2002).  
Das Programm "RasMol" dient zur EDV-vermittelten Visualisierung der Struktur der 
Proteine auf Basis der Röntgenstruktur- und NMR-Analyse. Dieses Programm ist auf der 
Internetseite: www.openrasmol.org frei erhältlich (Sayle und White 1995).  
Ein weiteres Programm zur Visualisierung der 3-D-Struktur verschiedener Proteine ist 
"Protein Deep viewer", welches auf der Internetseite: www.expasy.org/spdbv/ erhältlich ist 
(Guex und Peitsch 1997). 
Die Besonderheit des Programms besteht darin, dass es zusätzliche Programme enthält, mit 
denen die Struktur der Proteine weiter analysiert werden kann.  
Ein solches Unterprogramm, "GROMOS", führt energetische Berechnungen der Stabilität 
eines Proteins auf dem Boden des Force-Field-Modells durch (Sippl, 1989). Das 
Programm GROMOS berechnet die Konformation eines Proteins, indem es die Summe der 
einwirkenden Kräfte (Summe der einwirkenden Torsions-, Bindungs-, Elektrostatik- und 
Bindungswinkelkräfte) addiert, diese mit der dreidimensional Lokalisation der einzelnen 
Aminosäure verknüpft und aus der Verknüpfung des Ortes und der einwirkenden Kräfte 
jeder Aminosäure eine potentielle Energie zuschreibt. Je größer die resultierende Energie 
ist, desto instabiler ist die Konformation des Proteins.   
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Ein weiterer Aspekt, der bei den bioinformatorischen Untersuchungen im Vordergrund 
stand, war die Zugänglichkeit, welche vom Programm „Protein deep viewer“ berechnet 
wird. Je nach Lokalisation einer Aminosäure kann sie sich im „Innern“ eines Proteins oder 
an der Oberfläche des Eiweißes befnden. Des Weiteren kann die Zugänglichkeit durch 
benachbarte Aminosäuren begrenzt werden (z.B. durch deren Größe, Ladung oder 
räumliche Anordnung). Als Vergleichsgröße wird die Zugänglichkeit derselben 
Aminosäure in einem linearen Pentapeptid GGXGG hinzugezogen. Ein Wert von 1 für die 
Aminosäure X1 bedeutet, dass die Zugänglichkeit für X1 im Protein genauso groß ist, wie 





























3.1. Herstellung und Eigenschaften eines neuen Affinitätsgels für die  
   Aufreinigung von Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Faktor 2 
 
3.1.1 Strukturelle Unterschiede zwischen gerichtet und ungerichtet 
immobilisiertem Calmodulin 
 
Ein zentraler Punkt dieser Dissertation betrifft den Vergleich der 
affinitätschromatrographischen Eigenschaften von gerichtet und ungerichtet immo-
bilisiertem Calmodulin. Als ein Anwendungsbeispiel der gerichteten und ungerichteten Im-
mobilisierung wurde die Aufreinigung von Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Faktor 2 
(uCaM Syn-F2) auf Calmodulin untersucht. 
Bisher wurde uCaM Syn-F2 affinitätschromatographisch auf ungerichtet immobilisiertem 
Calmodulin aufgereinigt (Majetschak et al. 1998b). Calmodulin wurde dabei an Divinyl-
sulfon (DVS) aktivierte Sepharose gebunden (s. Gl. 4 und 5, Sairam 1976). 
 
Seph-OH + H2C=CH-SO2-CH=CH2          γ       Seph-O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2               (Gl. 4) 
Seph-O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2 + H2N-R γ Seph-O-CH2-CH2-SO2-CH-CH2-NH-R   (Gl. 5) 
 
Hierbei wird zunächst die primäre Hydroxylgruppe der Sepharose (Seph-OH) durch DVS 
(H2C=CH-SO2-CH=CH2) aktiviert (Gl. 4). Nach erfolgter Aktivierung der Sepharose wird 
Calmodulin (H2N-R) an die aktivierte Sepharose (Seph-O-CH2-CH2-SO2-CH=CH2) 
gebunden (Gl.5). Eine schematische Darstellung der Struktur des Calmodulins ist in Abb. 
4.1A wiedergegeben. Ungerichtet immobilisiertes Calmodulin wird über die Aminogruppe 
der Seitenkette des Lysins an die Sepharose gebunden (Abb. 4.1B). Calmodulin weist 
sieben verschiedene Lysine auf, das siebte Calmodulin ist aber blockiert und kann nicht an 
die Sepharose gebunden werden. Auf Grund der sechs verschiedenen Lysine bestehen 
somit auch sechs mögliche sterische Ausrichtungen. Einige dieser sechs möglichen 
sterische Ausrichtungen könnten die Bindung der uCaM Syn-F2 behindern und somit die 
affinitätschromatographischen Ergebnisse negativ beeinflussen. Durch gerichtete Immo-
bilisierung (z.B. durch Verwendung eines Fusionsproteins) werden alle Calmoduline ziel-
gerichtet gleichartig immobilisiert, so dass Calmodulin bindende Proteine ohne sterische 
Hemmnisse gebunden werden können (Abb. 4.1C). Im Falle der gerichteten 
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Immobilisierung ist Calmodulin N-Terminal an das Fusionsportein  Glutathion-S-
Transferase (GST) gebunden (Abb.4.1C). Dieses Fusionsprotein (GST-Calmodulin) 
verdrängt kompetitiv Glutathion (Glu-SH, Abb. 4.1C) und bindet so an die Sepharose 
(Abb. 4.2). Der Grund für die Wahl des N-Terminus als Ort der Kopplung an GST war 
folgender: Das calmodulinbindende Enzym Phosphorylase Kinase bindet Calmodulin am 
C-Terminus (Jennissen und Botzet 1993). Der  C-Terminus sollte freibleiben, da davon 
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Abb. 4.1 : Orientierte und nicht orientierte Immobilisieru





GST N-Terminus CaM 
 
A: Dargestellt ist die schematische Struktur des Calmodulins (
sei auf Abb. 2 in der Einleitung verwiesen) mit den sieben Ly
Lysinseitenkette ist trimethyliert (blockiert= Bl) und kann aus 
Sepharose gekoppelt werden. Hierbei stellen K1 bis K7 die PosN-TerminusK1
K2K3K4K5K6N-Terminu von sechs möglichen 
ichtungen von Calmodulin C-TerminuMoleküle mit einer Ausrichtung 
nden C-Terminul GluSHPrimäre ε-Aminogruppen des Lysins
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dar, wobei K1 für  das Lysin  an Position 13, K2 für Lys 21, K3 für Lys 30, K4 für Lys 75, 
K5 für Lys 77, K6 für Lys 94 und K7 für Lys 115 steht. Die Positionsangabe bezieht sich 
auf die Position der Aminosäure vom N-Terminus aus betrachtet. Die Seitenketten des 
Lysins sind in der Schemazeichnung  mit „____“ symbolisch dargestellt. 
B: Schematisch wird eine von sechs möglichen Ausrichtungen des Calmodulins im Falle 
der  DVS-Calmodulin-Sepharose wiedergegeben.    
Calmodulin ist über die Aminogruppe der Lysinseitenkette an die Sulfongruppe des 
Divinylsulfons gebunden.  
C: Im Falle des Glutathion-S-Tranferase-Calmodulins (GST-Calmodulins) ist Calmodulin   
N-terminal an die Glutathion-S-Transferase-Gruppe (GST-Gruppe) gebunden und dieser 
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Abb. 4.2: Struktur von Glutathion-Sepharose und Bindungsstelle für Glutathion-S-
Transferase (GST)  
 
Darstellung der Bindungsstelle des GST-Calmodulins an der Glutathion-Sepharose. GST-
Calmodulin verdrängt kompetitiv Glutathion und bindet an die Sepharose. 
 
3.1.2            Isolierung von Glutathion-S-Transferase-Calmodulin (GST-Calmodulin)      
 
Glutation-S-Transferase-Calmodulin wurde auf molekularbiologischem Wege hergestellt. 
Bezüglich der genauen Vorgehensweise sei auf 2.2.9 verwiesen. Nach Gewinnung des 
Ultrazentrifugenüberstandes des Rohlysats wurde dieser für die weiteren Untersuchungen 
verwendet. Im weiteren wird dieser Ultrazentrifugenüberstand mit „GST-Calmodulin-
Rohlysat“ bezeichnet. Eine gelelektrophoretische Auftrennung des Überstandes des GST-
Calmodulin-Rohlysats in Gegenwart von SDS wird in Abbildung 5 dargestellt.  
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Der Anteil des GST-Calmodulins an der Gesamtproteinmenge des GST-Calmodulin-
Rohlysats (Bahn 3 Abb. 5) betrug ca. 30 %, die molekulare Masse des GST-Calmodulins 
wurde mit 41 kDa berechnet. Diese Auswertung erfolgt mit Hilfe des 
Elektrophoreseauswertungsprogramms Phoretix. Dieses Programm ist in der Lage aus dem 
Schwärzungsgrad der Bande den relativen Anteil des gewünschten Proteins an der 
Gesamtproteinfraktion zu berechnen und nach Eingabe der entsprechenden Standards auch 










































bb. 5: Analyse des Ultrazentrifugenüberstandes der GST-Calmodulin-Rohlysats mit 
ilfe der Polyacrylamid-SDS-Gelelektrophorese: 
ie einzelnen Fraktionen der GST-Calmodulin-Präparation wurden auf ein 15 % 
olyacrylamid-SDS-Gel aufgetragen. Dargestellt sind von links nach rechts:  
ahn 1: 10 µl der Proteinstandards (bestehend aus BSA (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), 
lycerin-aldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (36 kDa), Carboanhydrase (29,2 kDa), 
rypsinogen (25 kDa), Trypsininhibitor (20,1 kDa), Lactalbumin (14,2 kDa),  
ahn 2: Bakterienpool vor der Induktion 
ahn 3:GST-Calmodulin-Rohlysat 
ahn 4: Standards wie in Bahn 1. 
ereits vor der Induktion wird GST-Calmodulin in einem geringen Maße synthetisiert. Die  
uswertung des Polyacrylamid-SDS-Gels mit Hilfe des Programmes Phoretix erbrachte 
ine molekulare Masse von 41 kDa für GST-Calmodulin. Der Proteinanteil des GST-
almodulins  an der Gesamtproteinmenge wurde mit 30 % veranschlagt.  
.1.3   Bestimmung der Kapazität von Glutathion-Sepharose für GST-Calmodulin  
m einen ersten Anhalt über die Kapazität der Glutathion-Sepharose für GST-Calmodulin 
u erhalten, wurden in einem Versuchsansatz 21 mg GST-Calmodulin-Rohlysat (s. Tab. 1) 
uf die Glutathion-Sepharose aufgetragen; der Anteil des GST-Calmodulins an der 
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Gesamtproteinfraktion des Rohlysatgemisches betrug 40 % (entsprechende Abbildung 
nicht dargestellt), dies entsprach somit einer aufgetragenen GST-Calmodulinmenge von 
8,4 mg. Das Chromatogramm dieses Versuchsansatzes ist in Abb. 6 wiedergegeben. Der 
Vorgang der Bindung des GST-Calmodulins an Glutathion-Sepharose ist insoweit 
reversibel, als dass durch Auftrag von Glutathion GST-Calmodulin kompetitiv von der 
Sepharose eluiert werden kann. 
Diese Tatsache ist ein indirekter Nachweis der orientierten Immobilisierung. Nur gerichtet 
an die Glutathion-Sepharose gebundenes Calmodulin kann durch Glutathion affinitäts-
chromatographisch kompetitiv heruntergewaschen werden. Nach Waschen des Gels mit 
dem Auftragspuffer wurden 8 ml 10 mM Glutathion auf das Gel aufgebracht und so 5,8 mg 
Gesamtproteinmenge eluiert (s. Tab. 1). Eine gelelektrophoretische Auftrennung dieser 
Fraktion (Abb. 7) ergab einen GST-Calmodulinanteil von 80 % (Auswertung mittels des 
Phoretix-Programmes). Somit wurden von der Säule 4,6 mg (80 % von 5,8 mg 
Gesamtprotein) reines GST-Calmodulin gebunden. Diese Menge entsprach 55 % der 
aufgetragenen GST-Calmodulinmenge (4,6 mg gebundenes GST-Calmodulin von 
insgesamt 8,4 mg aufgetragenem GST-Calmodulin-Rohlysat). Von dieser orientierten 
Immobilisierung konnte eine unspezifisch gebundene Proteinfraktion abgegrenzt werden. 
Diese unspezifisch und nicht orientiert gebundene 1,4 mg Proteinmenge wurde durch 6 ml 
1 % SDS von der Säule heruntergewaschen (Tab. 1).  
 




























Abb. 6: Affinitätschromatographieaufreinigung von GST-Calmodulin auf der Glu-
tathion-Sepharose: 
nspezifisch ge unspezifisch 
 gebunden 
 
Es wurden 21 mg GST-Calmodulin-Rohlysat (Volumen des Auftrages 9,8 ml, Proteinkon-
zentration 2,1 mg/ml), wie unter 2.2.9 beschrieben, auf die Glutathion-Sepharose (1,1 ml 
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packed Gel) aufgetragen. So dann wurden nacheinander 8 ml 10 mM Glutathion und 6 ml 
1% SDS aufgetragen (s. 2.2.9). Glutathion verdrängt kompetitiv GST-Calmodulin von der 
Glutathion-Sepharose. Die unspezifisch an die Glutathion-Sepharose gebundenen Proteine 
wurden durch 1 %  SDS eluiert. 
 
Die Proteinausbeute über 100 % ist auf Meßungenauigkeiten der 
Proteinkonzentrationsbestimmung durch die Lowry-Methode zurückzuführen 
Tab. 1: Reinigungstabelle zur Bindung des GST-Calmodulins an die 
Glutathion-Sepharose (Abb. 6)  
 
Probe Volumenml 
Gesamtproteinmenge   
mg 
Proteinausbeute 
(in Relation zum 
Auftrag) % 
Auftrag 9,8 21 100 
Durchlauf 17 16,7 80,5 
Elution durch 10 mM 
Glutathion 8,2 5,8 26,6 
Elution durch 1 % SDS 6 1,4 6,7 
 
Dargestellt sind die einzelnen Fraktionen des Auftrages des GST-Calmodulin-Rohlysats 
auf die Glutathion-Sepharose sowie die anschließende affinitätschromatographische 
Elution der gebundenen GST-Calmodulinmenge durch Glutathion. Aufgetragen wurde 9,8 
ml des GST-Calmodulin-Rohlysatgemisches (gemäß 2.2.8) auf eine Säule mit 1,1 ml 
packed Gel Glutathion-Sepharose. Durch Auftrag von 8 ml 10 mM Glutathion und 
nachfolgend 6 ml 1 % SDS wurden die oben beschriebenen Proteinfraktionen eluiert. Von 
der Bilanz her fanden sich 16 mg (75 %) der aufgetragenen Proteinmenge im Durchlauf 
wieder. Von der eluierbaren Proteinmenge wurden 5,8 mg mittels Glutathion spezifisch 
eluiert. Die restliche, nicht orientiert und unspezifisch gebundene 1,4 mg Proteinfraktion 







. 7: Acrylamid-SDS-Gel des eluierten Fusionsproteins: 
gestellt sind auf  ein 15% Acrylamid-SDS-Gel: 
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Bahn 1: 5 µg Glutathion-Eluat. Die Glutathion-Sepharose wurde durch Auftrag von 21 mg  
GST-Calmodulin-Rohlysats  gemäß 2.2.9 beladen. So dann wurde die gebundene GST-
Calmodulinmenge durch Auftrag von 10 mM Glutathion bestimmt.  
Die Auswertung des SDS-Gels erbrachte einen Wert von 41 kDa für GST-Calmodulin. 
Weitere Analysen ergaben, dass GST-Calmodulin ca. 80 % der eluierten Proteinmenge 
ausmacht. Dies ist ein weiterer Beleg für die spezifische Elution mittels Glutathion und 
somit für den Charakter der gerichteten Immobilisierung. 
 
Zur Verifikation der Kapazität wurden in dreizehn Läufen Glutathion-Sepharose mit GST-
Calmodulin beladen (s. Tabelle 2). Dabei wurde das Gel mehrmals mit GST-Calmodulin 
beladen und das gebundene GST-Calmodulin wieder von der Säule eluiert. Die Bindungs-
kapazität der Glutathion-Sepharose für GST-Calmodulin veränderte sich auch im Verlauf 
mehrerer Beladungszyklen nicht (Tab. 2).Somit kann die Glutathion-Sepharose mehrmals 
verwendet werden. Die durchschnittliche Beladungskapazität für GST-Calmodulin betrug 
5,2 mg/ml packed Gel bei einer Standardabweichung von 0,9 mg/ml packed Gel. 
 
























Glutathion-Sepharose wurde mit je 8 mg/ml packed Gel reinem GST-Calmodulin beladen. 
Die Parameter der Säule lauteten: 25 ml Gelvolumen, Innendurchmesser: 5 cm, Gelhöhe: 
4,8 cm. Nach jeder Beladung wurde entsprechend der oben beschriebenen Methode (s. 
2.2.9) die gebundene GST-Calmodulinmenge bestimmt. Die durchschnittliche, gebundene 
GST-Calmodulinkonzentration betrug 5,2 mg/ml. Die molekulare Masse des GST-
Calmodulins beträgt 41 kDa, die des GST 22 kDa und die des Calmodulins 19 kDa. Somit 
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entsprechen 5,2 mg/ml packed Gel gebundenes GST-Calmodulin einer gebundenen 
Calmodulinmenge von 2,6 mg/ml packed Gel.  
 
3.1.4  Affinitätschromatographie von Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Faktor 2 
auf GST-Calmodulin-Sepharose 
 
Nach Bestimmung der Bindungskapazität von Glutathion-Sepharose für GST-Calmodulin 
wurden die affinitätschromatographischen Eigenschaften dieses Gels hinsichtlich der 
Bindung von uCaM Syn-F2 untersucht. 
Als Ausgangsmaterial für die Affinitätschromatographie von uCaM Syn-F2 auf GST-
Calmodulin diente der Durchlauf von APFII auf Ubiquitin-Sepharose (im folgenden U-
Seph-D genannt).  
Die affinitätschromatographische Aufreinigung von uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin-
Sepharose (dieser Aufreinigungsschritt wird mit Calmodulin-Sepharose-Eluat Präparation 
bezeichnet; abgekürzt CaM-Seph-E Präparation) erfolgte gemäß 2.3.2.1. Das entsprechen-
de Chromatogramm ist in Abb. 8 wiedergegeben. 
 
 



















































Abb. 8: Affinitätschromatographie von uCaM Syn-F 2 (U-Seph-D) auf GST-
Calmodulin-Sepharose. 
Durch Auftrag von 520 mg des GST-Calmodulin-Rohlysats (Volumen 400 ml, 
Proteinkonzentration 1,3 mg/ml) wurde die Glutathion-Sepharose mit GST-Calmodulin 
(gemäß 2.2.9) beladen. Die Maße der Säule lauteten: 25 ml Gelvolumen, Innen-
durchmesser: 5 cm, Gelhöhe: 4,8 cm. Nach Abschluss der Beladung des Gels wurde eine 
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CaM-Seph-E Präparation durchgeführt. Aufgetragen wurden 60 ml des Durchlaufes von 
APFII auf der Ubiquitin-Sepharose (Aktivität 290 fkat/ml, 690 fkat/mg, Gesamtaktivität: 
34800 fkat). Nach Beendigung des Auftrages wurde mit 140 ml des Auftragspuffers 
nachgewaschen. Anschließend wurde mit EGTA eluiert. Die Bindung von uCaM Syn-F2 an 
Calmodulin ist  Calcium abhängig, nach Entzug des Calciums aus dem Säulepuffer durch 
Zugabe von EGTA bindet Calmodulin die uCaM Syn-F2 nicht mehr. Die Elution wies zwei 
Aktivitätspeaks auf (I und II). Der erste Peak reichte von Fraktion 21 bis 30. Innerhalb 
dieses Peaks wurden 22 000 fkat eluiert. Die übrige Aktivität wurde zwischen Fraktion 31 
und 38 eluiert. Die in diesem Versuch dargestellten Aktivitätsergebnisse stellen die 
Differenz zwischen der Calcium abhängigen und der Calcium-unabhängigen Aktivität dar 
(s. 2.4.5, spez. Radioaktivität 125I-CT-Ubiquitin: 100 cpm/pMol, eingesetztes 
Enzymvolumen: 5 µl). Fraktionsgröße: Fraktion 1-16: 10 ml, Fraktion 16-23: 13 ml, 
Fraktion 21-38: 5 ml. Die Chromatographie erfolgte gemäß 2.3.2.1. 
 
Nach Abschluss des Auftrages des U-Seph-Ds und anschließendem Nachwaschen wurde 
uCaM Syn-F2 durch Zugabe des Chelatbildners EGTA (EGTA bindet Calcium, die 
Bindung von uCaM-SynF2 an Calmodulin ist calciumabhängig) eluiert. Von der 
eingesetzten Aktivität (34800 fkat) fanden sich 24800 fkat und somit 70% der eingesetzten 
Aktivität im Eluat wieder (Tab. 3). Die Elution wies zwei Aktivitätspeaks auf (I und II 
Abb. 8). Der erste Peak reichte von Fraktion 21 bis 30. Innerhalb dieses Peaks wurden     
22 000 fkat eluiert. Die übrige Aktivität wurde zwischen Fraktion 31 und 38 eluiert.  
UCaM Syn-F2 wurde im Vergleich zum Auftrag im Eluat 9-fach angereichert (Tab. 3). 
  
Tab 3: Reinigungstabelle für Aufreinigung der uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin-
Sepharose 
 



















Auftrag 120 290 619 34800 100   56.3 




30 830 5500 24800 70 8.9 4.5 
 
Die Reinigungstabelle bezieht sich auf die in Abb. 8 durchgeführten Affinitätschromato-
graphie. Wie aus der Tabelle ersichtlich, wird 70 % der Aktivität im Bereich der 
Fraktionen 24-29 eluiert, wohingegen 75 % der Proteinmenge im Durchlauf erscheinen. 
Dies spiegelt die gute Aufreinigung (neunfache Aufreinigung) dieser Affinitätschromato-
graphie wieder. 
 
Die elektrophoretische Auftrennung der Eluate in der SDS-Acrylamid-Gelelektrophorese 
ergab mehrere Banden (s. Abb. 9). Diese Affinitätschromatographie erbrachte zwar eine 
gute Aufreinigung, jedoch war bei 10-facher Anreicherung noch keine Reindarstellung des 
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Enzymkomplexes zu erwarten. Eine einzelne Bande, die uCaM-SynF2 oder zumindest 
einer Untereinheit dieses Proteins zuzuordnen wäre, ließ sich nicht eindeutig ausmachen. 
Jedoch stachen folgende Banden hervor: eine Bande mit einer molekularen Masse 
zwischen 36 kDa und 45 kDa (diese Bande könnte auch GST-Calmodulin darstellen, siehe 
3.1.5), eine Bande mit einer molekularen Masse von ca. 96 kDa sowie zwei Banden 




Abb. 9: Acrylamid-SDS-Gel elektrophoretische Auftrennu
uCaM Syn-F2 (aus U-Seph-D) Anreicherung auf GST-Calm
 
Auf 10% Polyacrylamid-SDS Gel wurden aufgetragen:  
Bahn 1: 36 µg des Auftrages von U-Seph-D auf GST-Calmoduli
Bahn 2: 50 µg Pool des Durchlaufes des Auftrages der CaM-Se
Bahn 3:  20 µg der Fraktion 22 der EGTA-Elution der CaM-Sep
Bahn 4: 45 µg der Fraktion 23 der EGTA-Elution der CaM-Sep
Bahn 5: 25 µg der Fraktion 24 der EGTA- Elution der CaM-Sep
Bahn 6: 10 µg der Fraktion 25 der EGTA-Elution der CaM-Sep
Hervorzuheben sind folgende Banden: eine Bande zwischen 36 
Calmodulin entsprechen könnte (s. 3.1.5); sowie eine Bande mit
im Bereich von 97 kDa sowie zwei Banden mit einer molekulare
 
3.1.5  Bindungsstabilität von GST-Calmodulin-Sepharo
 
In den folgenden Versuchen wurde die Wiederverwendbark
Sepharose für mehrere CaM-Seph-E Präparationen untersu
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Durch die oben beschriebenen Waschungsschritte (0,5 M NaCl und 1 M Na Cl) wurden 
nur jeweils 2 % (90 µg bzw. 150 µg von 6540 µg) der gebundenen GST-Calmodulinmenge 
heruntergewaschen, also fand kein nennenswerter Verlust statt. Nach Durchführung einer 
CaM-Seph-E Präparation auf GST-Calmodulin-Sepharose (s. 2.3.2.1) wurde von dieser 
Säule erneut ein 1 ml Aliquot Gel entnommen. 
Die abermals durchgeführten Waschungsschritte auf diesem Aliquotgel mit Neutralsalzen 
erbrachten ähnliche Ergebnisse wie die Waschungsschritte vor Durchführung der 
Präparation (s. Tab. 4). Jedoch war eine Abnahme der immobilisierten GST-Calmodulin-
menge um 20 % (von 6540 µg auf 5010 µg) zu verzeichnen (Tab. 4). 
 
Tab. 4:  Bindungsstabilität der GST-Calmodulin-Sepharose 
 
              Eluierte GST-Calmodulinmenge in µg/ml packed Gel 
Schritt  Auftrags-puffer PBS 
0,5 M 





    Kontrolle 0  90  150  6300  6540  
  Nach einem 
Affinitätslauf 0  90  120  4800  5010  
 
Nach Beladen der Glutathion-Sepharose (Hauptsäule genannt, die Parameter der Säule 
lauteten: 25 ml Gelvolumen, Innendurchmesser: 5 cm, Gelhöhe: 4,8 cm.) mit GST-
Calmodulin gemäß 2.2.9 wurde dieser Säule 1 ml Aliquot GST-Calmodulin-Sepharose 
entnommen. Dann wurden jeweils  10 ml 0,5 M NaCl und 10 ml 1 M NaCl auf das Aliquot-
Gel aufgetragen. Mittels dieser Waschungsschritte konnte keine wesentliche Elution der 
gebundenen GST-Calmodulinmenge erreicht werden.  
Um die Beladungsmenge der immobilisierten GST-Calmodulin zu bestimmen, wurde im 
Weiteren 10 ml 10 mM Glutathion auf die Sepharose aufgetragen. 
Anschließend wurde mit der Hauptsäule eine CaM-Seph-E-Präparation auf GST-
Calmodulin-Sepharose (s.2.3.2.1) durchgeführt. Nach  Abschluss der Präparation wurde 
wiederum ein Aliquot von 1 ml entnommen. Auf dieses 1 ml Aliquot-Gel wurden erneut    
10 ml 0,5 M NaCl und 10 ml 1M NaCl aufgetragen. Auch hierbei konnte durch die 
Neutralsalz-Waschungsschritte nur ca. 3 % (90 µg bzw. 120 µg von 5010 µg) der 
gebundenen GST-Calmodulinmenge eluiert werden. Jedoch war eine Abnahme der 
gebundenen Calmodulinmenge um 20 % festzustellen (von 6,5 mg auf 5 mg). 
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Die GST-Calmodulin-Sepharose wurde in einem weiteren Ansatz für mehrere 
Affinitätschromatographiezyklen verwendet. Nach jeder CaM-Seph-E Präparation wurde 
durch Aliquotentnahme die gebundene GST-Calmodulinmege (s. 2.2.9) bestimmt, die 
Ergebnisse dieser Reihe sind in Tab. 5 dargestellt.                                                                                          
Im Verlauf von drei Präparationszyklen war eine Abnahme der immobilisierten GST-
Calmodulinmenge um ca. 80 % zu verzeichnen (Tab. 5). Dieser Befund kann dadurch 
erklärt werden, dass GST-Calmodulin mit dem affinitätsgebundenem Protein eluiert 
wurde. Ein weiterer Hinweis dafür ist auch die in Abb. 9 auftretende Bande zwischen 36 
und 45 kDa, die GST-Calmodulin entsprechen könnte.  
Schlussfolgernd kann die GST-Calmodulin-Sepharose nur für einen, maximal zwei Zyklen 
CaM-Seph-E Präparation benutzt werden.  
Auf Grund der obigen Ergebnisse wurde bei den folgenden präparativen 
Chromatographien die Glutathion-Sepharose vor einem neuen präparativen Schritt erneut 
mit GST-Calmodulin beladen.  
 
Tab. 5: GST-Calmodulin Gehalt der Glutathion- 




Calmodulinmenge in mg/ml 
packed Gel 
   0 3,7 
                 1                2,5 
                 3                0,5 
Wiederbeladung 4,1 
 
Die immobilisierte GST-Calmodulinmenge der Glutathion-Sepharose vor und nach 
Abschluss mehrerer CaM-Seph-E Präparationen bestimmt. Die Parameter der Säule 
lauteten: 25 ml Gelvolumen, Innendurchmesser: 5 cm, Gelhöhe: 4,8 cm. Die 
Ausgangskonzentration des immobilisierten GST-Calmodulins betrug 3,7 mg/ml packed 
Gel. Nach jedem Affinitätschromatographielauf wurde die noch gebundene GST-
Calmodulinmenge bestimmt (analog 2.2.9). Zu beachten ist, dass bei der dritten 
Präparation die gebundene GST-Calmodulinmenge erst nach dem Lauf bestimmt wurde. 
Im Verlauf eines Affinitätschromatographielaufes war eine Abnahme der gebundenen 
GST-Calmodulinmenge um 20-40 % (z.B. von 3,7 mg/ml auf 2,5 mg/ml packed gel) zu 
verzeichnen. Wurde die Säule erneut mit GST-Calmodulin beladen, so erreichte die 







3.1.6  Bestimmung der Bindungskapazität von GST-Calmodulin-Sepharose für 
uCaM Syn-F2 
 
Nach Abschluss der Versuchsreihen zur Charakterisierung der Eigenschaften des gerichtet 
immobilisierten GST-Calmodulins (s. 3.1.4) wurden eine Reihe von affinitätschromatogra-     
phischen Aufreinigungen von uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin-Sepharose 
durchgeführt. 
Es wurden zunächst in Vorversuchen als Proben Pools untersucht, die jeweils 
unterschiedlich lange Zeit (zwei Monate, fünf und sechs Jahre) und unter unterschiedlichen 
Bedingungen (in Anwesenheit und in Abwesenheit von Calcium) bei -80 °C gelagert 
wurden. Eine Zusammenfassung dieser Präparationsreihe ist in Tab. 6 dargestellt. 
Wie aus der Tabelle 6 ersichtlich, wurden Aktivitätsmengen von 21 000 fkat bis hin zu 
117040 fkat eingesetzt, die immobilisierte GST-Calmodulinmenge variierte in einem 
Bereich zwischen 3,7 mg/ml und 6,4 mg/ml packed Gel, die erzielte Anreicherung 
schwankte zwischen 4- und 7-fach. Diese Daten sind in Abb. 10 zusammengefasst. 
Hierzu wurde die von der Säule gebundene Aktivität (und anschließend eluierte Aktivität) 
in Relation zur aufgetragenen Aktivität gesetzt. Dabei wurde folgende Normierung 
benutzt: Aufgetragene Aktivität/(immobilisierte GST-Calmodulinmenge) sowie eluierte 
Aktivität/(GST-Calmodulinmenge) (s. Abb. 9). Die Daten ließen sich an eine Hyperbel 
(nicht lineare Anpassung) anpassen. Der hohe Korrelationskoeffizient von r2 =0,94 kann 
als ein möglicher Beleg für die Richtigkeit der Wahl dieses Modells (Abb. 10) gelten. Mit 
zunehmender aufgetragener Aktivität nimmt die gebundene und damit eluierbare 
Aktivitätsmenge zu. Weiterhin ist aus der Abb. 10 ersichtlich, dass eine Sättigung noch 
nicht erreicht wurde. Die „apparente“ (da noch nicht feststeht, ob es sich hierbei um eine 
echte Bindungskapazität im Gleichgewicht handelt) Halbsättigungskonstante (K´0,5) betrug 
580 fkat/mg immobilisierte Calmodulinmenge und die scheinbare maximale eluierbare 



























































Abb. 10: Bindungskapazität der GST-Calmodulin-Sepharose bezüglich uCaM Syn-
F2: 
 
Dargestellt sind hierbei die aufgetragene Aktivität  und die gebundene Aktivität (in 
Relation zur immobilisierten Calmodulinmenge). Die obigen Ergebnisse beruhen auf den 
in Tab 6. dargestellten Resultaten. Die „apparente“ Halbsättigungskonstante (K´0,5) 
betrug 580 fkat/mg immobilisierte Calmodulinmenge und die scheinbar maximale eluier-
bare Aktivitätsmenge 960 fkat/mg. Als Modell für die nicht-lineare-Anpassung der Kurve 
wurde eine Hyperbel benutzt. Der Korrelationskoeffizient betrug r2 = 0,94. Mit 
zunehmender aufgetragener Aktivität nimmt die gebundene Aktivitätsmenge zu. Ein 






                                                                                                                                                          
Tab. 6 : Zusammenfassung der Reinigungsfraktionen und Ausbeuten von neun Affinitätschromatographien von 
U-Seph-D Fraktion auf orientiert immobilisiertem Calmodulin 








































1           120 34800 31800 26500 91 6 56,3 6,6 5,6 + Ca
2           96 25540 30000 7000 100 11 31 4,4 4,5 +Ca
3            95 117040 70750 13940 60 5 38 4,4 3,7 + Ca
4           100 60100 53610 11890 89 10 50 4,4 3,9 -Ca
5           110 66110 70410 11430 100 10 50,4 4,4 6,4 -Ca
6           100 60000 59000 17000 100 10 60 3,4 n.b. -Ca
7           90 57000 28000 6190 50 4 36 4,8 5 -Ca
8           90 34650 17000 3900 49 5 36 4,3 5,3 -Ca
9           90 21150 12880 3830 60 7 36 3,4 5,2 -Ca
 
Dargestellt sind die Ergebnisse der Aufreinigung der uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin gemäß 2.2.9. Das Säulenvolumen betrug 25 ml  
Innendurchmesser: 5 cm, Gelhöhe: 4,8 cm. Einige U-Seph-D wurden in Gegenwart von Calcium eingefroren. Wie noch zu zeigen, beein- 
flusst dies die Ergebnisse der weiteren Chromatographien. Die molekulare Masse des GST-Calmodulins beträgt 41 kDa, die des GST 22 
kDa und das des Calmodulins 19 kDa. Dies bedeutet, dass die gebundene Calmodulinmenge der Hälfte der angegebenen immobilisierten 
GST-Calmodulinmenge entspricht. n.b: nicht bestim
                                                                                                                                                        
  
3.1.7  Vergleich der Affinitätschromatographien auf gerichtet und nicht gerichtet-
immobilisiertem Calmodulin 
 
Die Ergebnisse der Affinitätschromatographie von uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin-
Sepharose wurden mit denen der Affinitätschromatographie auf DVS-Calmodulin-Sepharose 
verglichen (Tab. 7). Auf GST-Calmodulin-Sepharose konnte uCaM Syn-F2 ca. 7,5-fach 
angereichert werden und wies nach der Anreicherung eine spezifische Aktivität von 11 
pkat/mg auf, vice versa konnte auf DVS-Calmodulin-Sepharose eine Anreicherung von 10,7 
fach und eine spezifische Aktivität von uCaM Syn-F2 von 10 pkat/mg erzielt werden. 
Hinsichtlich der beiden Merkmale "Anreicherung" und "erzielte spezifische Aktivität" 
unterschieden sich beide Orientierungsmethoden nicht. Die Ausbeuten (40 % für DVS-
Calmodulin-Sepharose versus 78 % für GST-Calmodulin-Sepharose) war signifikant 
unterschiedlich (p≤ 0,05) und die Kapazitäten (24,1 pkat für DVS-Calmodulin-Sepharose 
versus 40,7 pkat für GST-Calmodulin-Sepharose) der Tendenz nach ca. zweifach höher. 
Somit ist als Ergebnis festzuhalten, dass die DVS-Calmodulin-Sepharose mit dem nicht 
orientiert gebundenem Calmodulin ähnliche Aufreinigungseigenschaften aufwies wie das 
orientiert immobilisierte Calmodulin im Falle der GST-Calmodulin-Sepharose. Der erwartete 
funktionelle Unterschied zwischen orientiert und nicht orientiert gebundenem Calmodulin 
konnte nicht nachgewiesen werden. Eine mögliche Erklärung für diesen Befund wird in 
Kapitel 4 dargestellt. Auf Grund der doppelt so hohen Ausbeute und Kapazität (Tab. 7) wurde 
bei den nachfolgenden Chromatographien jedoch GST-Calmodulin-Sepharose an Stelle der 
DVS-Calmodulin-Sepharose benutzt. 
 
3.2   Anionenaustauschchromatographische (MonoQ) Untersuchung zur  
Heterogenität von uCaM Syn-F2 nach Affinitätschromatographie auf 
GST-Calmodulin-Sepharose 
 
3.2.1   Einfluss der Lagerungszeit und Calcium auf die Fraktion 
  U-Seph-D vor Affinitätschromatographie 
 
Die auf orientiert immobilisiertem Calmodulin eingesetzten U-Seph-D (s. 3.1.4) waren 
unterschiedlichen Ursprungs. Einige wurden in Gegenwart von Calcium gelagert, einige in 
Abwesenheit von Calcium; die Lagerungszeit variierte zwischen zwei Monaten und fünf bis 
sechs Jahren. Zur Charakterisierung der nach der CaM-Seph-E Präparationen erhaltenen 
Calmodulin-Sepharose Eluate und zur weiteren Anreicherung der uCaM Syn-F2 wurden  
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Tab.7: Vergleich der Präparation mittels DVS-Calmodulin-Sepharose und GST-Calmodulin-Sepharose 
 





tät pkat  
Eluierte 
Gesamtaktivi-





















1,8 ± 0,8 4,4 ± 0,9 52,3 ± 26,6 40,7 ± 22,2 11,3 ±7,3 7,5 ± 2,7 78 ± 24 0,8 ± 0,5 
 
Die Angaben bezüglich der Präparation auf  DVS-Calmodulin-Sepharose beruhen auf den Ergebnissen von 7 Präpara- 
tionen (Majetschaks et al 1998a und1998b), die Angaben bezüglich des GST-Calmodulins  beruhen auf den Ergebnissen  
von 9 Präparationen dieser Arbeit. Angegeben sind Mittelwert und Standardabweichung. Im Falle des DVS-Calmodulins 
beträgt die Konzentration des gebundenen Calmodulins 4,1 mg/ml packed. Die Aktivitätsbestimmung ergabt sich aus der 
Differenz zwischen der calciumabhängige Aktivität und der calciumunabhängigen Aktivität. Die Ausbeuten (40 % für 
DVS-Calmodulin-Sepharose versus 78 % für GST-Calmodulin-Sepharose) waren signifikant unterschiedlich (p≤ 0,05.). 
Die Kapazität der GST-Calmodulin-Sepharose war (40 pkat) war der Tendenz nach circa zweifach höher als die der DVS- 






                                                                                                                                                        
  
verschiedene Calmodulin-Sepharose-Eluate gepoolt und diese Pools wiederum anionen-
austauschchromatographisch aufgereinigt (entsprechend der in 2.3.1.4 beschriebenen 
Methode). 
Zuerst wurde ein Pool mehrerer CaM-Seph-E Präparationen (=Calmodulin-Sepharose-Eluat-
Pool 1, bestehend aus Präparationen 4, 5 und 6 der Tab. 6; s. 3.1.6) untersucht, deren 
Ausgangsmaterialien (U-Seph-D Pool 1) 6 Jahre in Abwesenheit von Calcium bei -80°C 
gelagert wurden. Bei diesem Pool ließen sich in der Anionenaustauschchromatographie drei 
Aktivitätsmaxima abgrenzen: bei 210 mM, 290 mM und 380 mM KCl (s. Abb. 11A). Das 
Eluat der MonoQ-Anionenaustauschchromatographie dieses Calmodulin-Sepharose-Eluats 
Pool 1 wird im Weiterem CaM-Seph-E-MonoQ Pool 1 genannt. Als nächstes wurde ein Pool 
mehrerer Calmodulin-Sepharose-Eluat-Präparationen (s. 3.1.6) verwendet (=Calmodulin-
Sepharose-Eluat-Pool 2, bestehend aus den Präparationen 1, 2 und 3 Tab. 6), deren 
Ausgangsmaterialien (U-Seph-D Pool 2) in Gegenwart von Calcium für fünf Jahre eingefroren 
waren. Wie aus der Abb. 11B hervorgeht, konnten in diesem Fall zwei Maxima abgegrenzt 
werden; jeweils bei 200 mM KCl und 300 mM KCl. Das Eluat der MonoQ-
Anionenaustauschchromatographie dieses Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 2 wurde CaM-
Seph-E-MonoQ Pool 2 genannt. Auf Grund der oben beschriebenen unterschiedlichen 
Elutionsmaxima wurde eine weitere Serie von Chromatographien durchgeführt. Die 
Arbeitshypothese war, dass während des Einfrierens und Auftauens eine Proteolyse der 
Proteine (s.a. Carpenter 1999) stattfindet, die zu mehreren Aktivitätspeaks führt. Zur 
Reduzierung möglicher proteolytischer Vorgänge wurde „frisches“ APFII verwendet (APFII 
Pool 3), dem zusätzliche Proteaseinhibitoren (Trypsininhibitor, PMSF) zugefügt wurden. 
Weiterhin wurden APFII Pool 3 in Abwesenheit von Calcium nur für einige Wochen bei -
80˚C eingefroren. Dem Durchlauf des Auftrages von APFII Pool 3 auf die Ubiquitin-
Sepharose (U-Seph-D Pool 3) wurde erneut zusätzliche Proteaseinhibitoren zugefügt. U-Seph-
D Pool 3 wurde auf GST-Calmodulin-Sepharose aufgetragen, das so erhaltene Calmodulin-
Sepharose-Eluat Pool 3 (Präparation 7, 8 und 9 Tab. 6) wurde wie zuvor mit zusätzlichen 
Proteaseinhibitoren eingefroren. Bei der Anionenaustauschchromatographie des Eluats der 
CaM-Seph-E Präparation dieses Pools 3 auf MonoQ (CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3 genannt) 
ließen sich 70 % der Aktivität um den Bereich von 410 mM KCl eluieren (Abb. 12).  
Im Falle der Calmodulin-Sepharose-Eluate Pools 1 und 2 (Abb. 11) waren die Gradienten-
bereiche, in denen Aktivität eluiert wurde, insgesamt größer. Bei der Anionenaus-
tauschchromatogrphie des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 2 wurden 80 % der Aktivität im 
Bereich von 200-400 mM KCl von der Säule gelöst. Hingegen wurden beim Pool 3 (Abb. 12) 
90 % der Aktivität in einem schmaleren Gradientenbereich zwischen 320 und 400 mM KCl 
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eluiert. Der Befund, dass allein durch den Einsatz zusätzlicher Proteaseinhibitoren nur noch 
ein Aktivitätspeak nachweisbar war, erhärtet die Hypothese, dass die unterschiedlichen 
Aktivitätsmaxima der Calmodulin-Sepharose-Eluate Pools 1 und 2 durch proteolytische 
Vorgänge beim Einfrieren und Auftauen erklärt werden können. Weiterhin ließe sich der bei 
Calmodulin-Sepharose-Eluate Pool 2 fehlende Aktivitätspeak bei ca. 380-400 mM KCl durch 
zusätzliche, durch Calcium aktivierte, Proteasen (z.B. Calpain; Kim 2002) erklären.  
Diese Veränderungen beim Einfrieren und Auftauen sowie der zusätzliche Effekt der 
Calciumlagerung werden im Diskussionsteil besprochen. Wie in Abb. 11 gezeigt wurde, 
wurden die anionenaustauschchromatographischen Eigenschaften von uCaM Syn-F2 durch 
Einfrieren und Auftauen sowie durch Anwesenheit von Calcium verändert.  
Die anionenaustauschchromatographische Aufreinigung des APFII Pools 3, das zur 
Herstellung des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 3 diente, zeigte auf MonoQ ein 
Aktivitätselutionsmaximum bei 390 mM KCl (Abb. 13). Dies entsprach ungefähr dem 
Ergebnis von 410 mM KCl der Anionenaustauschchromatographie des Calmodulin-
Sepharose-Eluat Pools 3 auf MonoQ (Abb. 13). Ob dieser Unterschied von 20 mM KCl 
zwischen beiden Maxima Ausdruck eines strukturellen Unterschieds ist, bleibt zu klären. Die 
in 3.3 durchgeführte Molekularmassenuntersuchung könnte eine Klärung herbeiführen. Das 
Eluat der Anionenaustauschchromatographie des APFII Pools 3 auf MonoQ wurde APFII-
MonoQ Pool 3 genannt. 
Prinzipiell ließe sich diese Beobachtung auf drei verschiedene Art und Weisen deuten:  
Die Differenz zwischen den beiden Maxima ließe sich zum einem als Ergebnis einer 
Proteolyse im Rahmen der Präparation darstellen. Andererseits könnte dieser Unterschied auch 
als Ausdruck der unterschiedlichen kovalenten Modifikation der beiden uCaM Syn-F2 
Fraktionen gedeutet werden. Schließlich kann dieses Ergebnis Folge experimenteller Streuung 
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luat Pool 2 1) 200 mM 
2) 300 mM 
1: Anionenaustauschchromatographie verschiedener, ohne zusätzliche Pro-               
einhibitoren eingefrorener, Calmodulin-Sepharose-Eluate-Pools  
noQ-Chromatographie des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 1 
nionenaustauschchromatographie erfolgte auf eine MonoQ Säule (0,5 cm i.D. 5 cm 
he, 1ml Gelvolumen) mit einer ihr vorgeschalteten 0,4 ml TSK HW 65 (S) Gel-Vorsäule 
m I.D. 2,4 cm Gelhöhe). Es wurden 4,5 ml eines Pools (mit einer Konzentration von 3,07 
 und einer Aktivität von 25,4 nkat/mg  bzw. 79,4 nkat/ml) mehrerer CaM-Seph-E 
rationen entsprechend 2.3.1.4 aufgetragen. Das Ausgangsmaterial (U-Seph-D Pool 1) 
 Pools wurde sechs Jahre in Abwesenheit von Calcium gelagert. Der Auftrag wurde mit 
Geschwindigkeit von 12 ml/h aufgetragen, mit 3 ml des Äquilibrierungspuffer nach-
chen und schließlich wurde ein KCl Gradient (von 0 mM KCl bis 1000 mM KCl) auf das 
ufgetragen. Die Aktivitätsbestimmung ergab sich aus der Differenz zwischen der 
mabhängigen Aktivität und der calciumunabhängigen Aktivität (s.2.4.5, spez. 
aktivität 125I-CT-Ubiquitin: 150 cpm/pMol, eingesetztes Enzymvolumen: 20 µl). Bei 
 Pool ließen sich in der Anionenaustauschchromatographie drei Maxima abgrenzen: 




Anionenaustauschchromatographie dieses Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 1 wurde CaM-
Seph-E-MonoQ Pool 1 genannt. 
B: MonoQ-Chromatographie des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 2  
Der Auftrag bestand aus einem Pool verschieder Calmodulin-Sepharose-Eluaten, deren Aus- 
gangsmaterial (U-Seph-D Pool 2) in Gegenwart von Calcium eingefroren wurde. Das 
Volumen betrug 4,5 ml bei einer Konzentration von 2,93 mg/ml. Für die Enzymaktivität 
wurden 14 nkat/mg bzw. 32 nkat/ml gemessen. Die weitere Vorgehensweise sowie die 
Aktivitätsbestimmung gestaltete sich wie im Falle der Anionenaustauschchromatographie des 
Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 1. Das Eluat der MonoQ-Anionenaustauschchroma-
tographie dieses Calmodulin-Sepharose-Eluats Pool  2 wurde mit CaM-Seph-E-MonoQ Pool 
2 abgekürzt. 
Bei dieser Präparation ließen sich zwei Maxima bei 200 mM KCl und 300 mM KCl abgren-
zen. Der im Bereich zwischen 450 mM KCl und 600 mM KCl auftretende kurzfristige Abfall 
































Abb. 12: Anionenaustauschchromatographie auf MonoQ von Calmodulin-Sepharose-
Eluat Pool 3, dessen Ausgangamterial (U-Seph-D Pool 3)  in Gegenwart zusätzlicher 
Proteolyseinhibitoren eingefroren wurde 
 
Die Anionenaustauschchromatographie erfolgte auf eine MonoQ Säule (0,5 cm I.D. 5 cm 
Gelhöhe, 1ml Gelvolumen) mit einer ihr vorgeschalteten 0,4 ml TSK HW 65 (S) Gel-Vorsäule 
(0,5 cm I.D. 2,4 cm Gelhöhe). 5 ml des ankonzentrierten Calmodulin-Sepharose-Eluate-Pools 
3 mit einer Konzentration von 2,05 mg/ml wurden entsprechen 2.3.1.4 aufgetragen (Aktivität 
25 nkat/mg 78nkat/ml). Calmodulin-Sepharose-Eluat Pool 3 und dessen Ausgangsmaterial (U-
Seph-D Pool 3) wurden mit zusätzlichen Proteaseinhibitoren eingefroren. Es wurde ein KCl 
Gradient gefahren, der bei 0 mM KCl begann und bei 1000 mM KCl endete. Die in diesem 
Versuch dargestellten Aktivitätsergebnisse stellen die Differenz zwischen der calcium- 
abhängigen und der calciumunabhängigen Aktivität dar (s. 2.4.5, spez. Radioaktivität 125I-CT-
Ubiquitin: 150 cpm/pMol, eingesetztes Enzymvolumen: 20 µl). Das Aktivitätsmaximum befand 
sich bei 410 mM KCl. Das Eluat der MonoQ-Anionenaustauschchromatographie dieses 
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ersucht, ob die direkte anionenaustauschchromatographische Auf-
Syn-F2 aus APFII ähnliche Ergebnisse aufwiese wie die bisherige 
biquitin- und anschließender Calmodulinaffinitätschromatographie. 
chchromatographie des APFII Pools 3 konnte eine Aufreinigung der 
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war jedoch der Aktivitätsverlust, welches durch Denaturierung der uCaM Syn-F2 auf dem 
MonoQ-Gel erklärt werden kann.  
Aufreinigungsrate (7-fach) sowie die höhere Aktivitätsausbeute (ca. 70%) der GST-
Calmodulin-Sepharose gegenüber (s. Tab 8).  
Somit ließ sich feststellen, dass die direkte Aufreinigung der uCaM Syn-F2 aus APFII auf 
MonoQ keine Vorteile im Vergleich zur Aufreinigung der uCaM Syn-F2 auf Ubiquitin-
Sepharose und anschließend auf GST-Calmodulin-Sepharose bietet. Aus diesem Grund wurde 
zur Aufreinigung der uCaM Syn-F2 die Ubiquitin- und anschließend die Calmodulinaffi-
nitätschromatographie verwendet. 
 
Tab 8: Reinigungstabelle für APFII-MonoQ-Anionenaustauschchromatographie 
 
  Aktivität Protein 












Auftrag 5 27 0,8 - 100 36 




2,5 4,8 2,7 3,4 17 1,8 
  
Dargestellt sind die Ergebnisse der Anionenaustauschchromatographie des APFII Pools 3 auf 
MonoQ. Aufgetragen wurde 36 mg des APFII-Pools 3 mit einer Gesamtaktivität von 27 nkat. 
Es wurden folgende Säulen verwendet: MonoQ Säule (0,5 cm I.D., 5 cm Gelhöhe, 1 ml 
Gelvolumen) sowie 0,4 ml einer vorgeschaltenen TSK HW 65 (S) Gel-Vorsäule ( 0,5 cm I.D., 
2,4 cm Gelhöhe). Im Rahmen dieser Präparation ließ sich  für das Eluat im Bereich zwischen 
340 mM KCl und 400 mM KCl nur eine Anreicherung von Faktor 3,4 bei einem 
Aktivitätsverlust von 83 %  feststellen.  
 
3.3        Molekulare Massenbestimmung der MonoQ-Pools mittels Gelfiltration auf 
Superose 6 p.g. 
 
3.3.1    Heterogenität langzeitgelagerter Pools 
 
In Kapitel 3.2 wurde gezeigt, dass die Anionenaustauschchromatographie von Calmodulin-
Sepharose-Eluaten (Calmodulin-Sepharose Eluat Pools 1 und 2), die ohne zusätzliche 
Proteaseinhibitoren eingefroren wurden, mehrere Aktivitätspeaks ergab (s. Abb. 11). 
Andererseits wurde bei der Anionenaustauschchromatographie eines Pools von Calmodulin-
Sepharose-Eluaten (Calmodulin-Sepharose-Eluat Pool 3), die mit zusätzlichen Protease- 
inhibitoren eingefroren wurden, nur ein einzelnes Aktivitätsmaximum gefunden (Abb. 12 und 
Abb. 13). 
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Die sich nun ergebende Frage war, ob sich diese einzelnen Aktivitätsmaxima der uCaM Syn 
F2 nur in ihrer Affinität zu MonoQ-Gel oder ob sie sich auch in anderen Punkten 
unterscheiden. 
Dafür wurden diese einzelnen Aktivitätsmaxima der Anionenaustauschchromatographie 
gepoolt und deren molekulare Masse durch Gelfiltration auf Superose 6 p.g. bestimmt.  
Die Aktivitätsmaxima 2 und 3 der Anionenaustauschchromatographie des Calmodulin-
Sephraose-Eluat Pools 1 (Abb. 11A) wurden einzeln gepoolt (näheres siehe Legende) und auf 
Superose 6 p.g. aufgetragen. Für Aktivitätsmaximum 2 (Peak 2, Calmodulin-Sepharose-Eluat 
Pool 1 Abb. 11A) ließen sich in der Gelfiltration Molekularmassen bei 2 MDa und 1,6 MDa 
ermitteln (in Abb. 14A wiedergegeben mit Peak 2 Pool 1). Für Aktivitätsmaximumpool 3 
(Peak 3, Calmodulin-Sepharose-Eluat Pool 1 Abb. 11A) waren in der anschließenden 
Gelfiltration einzelne Aktivitätsmaxima der uCaM Syn-F2 bei 1,6 MDa und 280 kDa 
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Abb. 14: Gelfiltration der CaM-Seph-E-MonoQ Pools 1 und 2, deren Ausgangsma-
terialien, U-Seph-D Pool 1 und 2, ohne zusätzliche Proteaseinhibitoren eingefroren 
wurden 
 
A: Peak 2 des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 1 (Peak 2 Pool 1; Pool der Fraktionen 43-47 s. 
Abb. 11A) wurde auf Seuperose 6 p.g. aufgetragen (entsprechend 2.3.1.5). Die Maße der 
Säule betrugen: 11 mm Innendurchmesser, 265 mm Gelhöhe. Aufgetragen wurden 0,5 ml  
einer 3,01 mg/ml Lösung mit der Aktivität 22 nkat/mg bzw. 66 nkat/ml. Die markierten Peaks 
der Gelfiltration entsprachen einer molekularen Masse von jeweils 2 MDa und 1,6 MDa. 
 57
Peak 3 des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 1 (Peak 3, Pool 1, Fraktionen 39-49, s. Abb. 11A) 
wurde gelfiltriert (entsprechend 2.3.1.5). Aufgetragen wurden 0,5 ml einer 3,5 mg/ml Lösung 
mit einer Aktivität von 9,9 nkat/mg bzw. 35,8 nkat/ml. Die gekennzeichneten Peaks der 
Gelfiltration entsprachen einer molekularen Masse von 1,5 MDa und der zweite Peak einer 
molekularen Masse von 280 kDa. Die Eichkurve der molekularen Masse ist mit „----„ 
wiedergegeben (lg m, Logarithmus zur Basis 10 der molekularen Masse). Dabei ist an-
zumerken, dass der Molekularmassenbereich zwischen 600 kDa und 2 MDa nur eine 
Extrapolation darstellt und dass die molekulare Masse von 2 MDa auf der Laufeigenschaft 
von Dextran-Blau beruht. Als Standards dienten Dextranblau, Thyreoglobulin, Ferritin, 
Katalase, Amylase, IgG, Ovalbumin, BSA, Cytochrom c und Ubiquitin. Die Aktivitätsbe-
stimmung ergab sich aus der Differenz zwischen der calciumabhängigen Aktivität und der 
calciumunabhängigen Aktivität (s. 2.4.5, spez. Radioaktivität 125I-CT-Ubiquitin: 200 
cpm/pMol, eingesetztes Enzymvolumen: 20µl). Bezüglich der Lagerungsbedingungen des 
Calmodulin-Sephrose-Eluat Pools 1 siehe Abb. 11 A 
B: Peak 1 des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 2 (Peak 1 Pool 2, Fraktionen 35-43, s. Abb. 11B) 
wurde entsprechend  2.3.1.5 auf die Superose 6 p.g. aufgetragen. Das Volumen dieses 
ankonzentrierten Pools betrug 500 µl, die Konzentration entsprach 5,3 mg/ml. Die Aktivität 
dieses Pools belief sich auf  20,9 nkat/mg bzw. 90 nkat/ml. 
Übrige Vorgehensweise sowie die einzelnen eingesetzten Standards stimmten mit  bei Abb. 
14A überein. Die Bodenzahl betrug ca. 4500/m. Bezüglich der Lagerungsbedingungen des 
Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 2 sei auf Abb. 11 B verwiesen.  
 
Die zusammengeführten Fraktionen um Aktivitätsmaximum 1 des Calmodulin-Sepharose-
Eluat-Pools 2 (Peak 1, Calmodulin-Sepharose-Eluat Pool 2, Abb. 11B) ergaben in der 
anschließenden Gelfiltration uCaM Syn-F2 Aktiviätmaxima im Bereich von 1,6 MDa, 600 
kDa und 250 kDa (siehe hierzu Kurvenverlauf von Peak 1, Pool 2, Abb. 14B).  
 
3.3.2 Vergleich der Molekularmassen der anionenaustauschchromatographisch gereinigter 
APFII-MonoQ Pool 3 und CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3, die mit zusätzlichen 
Proteaseinhibitoren gelagert wurden 
 
Wie in Kapitel 3.2 gezeigt, unterschieden sich die anionenaustauschchromatographischen 
Aktivitätsmaxima des APFII-Pools 3 (APFII-MonoQ Pool 3 genannt, Abb. 13) sowie des 
Calmodulin-Sepharose-Eluat-Präparation Pools 3 (CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3 genannt, Abb. 
13), obwohl beide Fraktionen dem selben Pool 3 entstammten und mit zusätzlichen 
Proteolyseinhibitoren eingefroren wurden. Die sich nun stellende Frage war, ob dieser 
Unterschied Ausdruck eines echten strukturellen Unterschieds ist. Dazu wurden die 
Aktivitätsmaxima der jeweiligen Chromatographie auf MonoQ-Gel gepoolt (näheres siehe 
Legende) und die molekulare Masse dieser beiden Pools durch Gelfiltration bestimmt. 
Bei der Gelfiltration des APFII-MonoQ Pools 3 waren Aktivitätsmaximum und Proteinpeak 
nicht deckungsgleich (Abb. 15A), da uCaM Syn-F2 auf dieser Stufe nicht in dem Maße 
angereichert war wie beim CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3. Hingegen stimmten bei der CaM-
Seph-E-MonoQ Pool 3 Gelfiltration Aktivitätspeak und Proteinpeak überein (Abb. 15B), da 
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uCaM Syn-F2 bereits in einem größeren Rahmen angereichert worden war. Als Ergebnis ist 
festzuhalten, dass beide Ansätze die gleiche molekulare Masse (437 kDa) aufwiesen (Abb. 
16). Somit ist der geringfügige Unterschied (bezogen auf die KCl Konzentration) der beiden 
Aktivitätsmaxima des APFII-MonoQ Pools 3 und des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 3 (s. Abb. 
13) eher als experimentelle Streuung zu deuten. 
   







































































































Abb. 15: Gelfiltration der CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3- und der APFII-MonoQ Pool 3- 
Aktiviätsmaxima, deren Ausgangsmaterial (U-Seph-D Pool 3) mit zusätzlichen 
Proteaseinhibitoren eingefroren wurde.  
 
A: APFII-MonoQ Pool 3: 
Es wurden 400 µl eines Pools (1,54 mg/ml) der Fraktionen 52-56 der Anionen-
austauschchromatographie des APFII Pools 3 (APFII-MonoQ Pool 3 s. Abb. 13) aufgetragen. 
Die Aktivität betrug 6,6 nkat/mg bzw. 11 nkat/ml.  
Die Gelfiltration erfolgte entsprechend 2.3.1.5. Die Säulenhöhe betrug 265 mm bei einem 
Innendurchmesser von 11 mm. Die Aktivitätsbestimmung ergibt sich aus der Differenz 
zwischen der calciumcabhängigen Aktivität und der calciumunabhängigen Aktivität (spez. 
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Radioaktivität 125I-CT-Ubiquitin: 200 cpm/pMol, eingesetztes Enzymvolumen: 20µl). Die 
Fraktionsgröße betrug 0,5 ml. Als Standards dienten Thyreoglobulin (668 kDa), Ferritin (440 
kDa), IgG G (160 kDa), Aldolase (158 kDa), BSA (66 kDa), Ovalbumin (45 kDa), 
Chymotrypsin (Cytochrom c (12,4 kDa). Das hierbei festgestellte Aktivitätsmaximum lag bei 
einer molekularen Masse von 437 kDa (s. Abb. 16). 
B: CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3  
Es wurden 500 µl des Pools der Fraktionen 44-48 des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 3 (s. Abb. 
12) mit einer Proteinkonzentration von 0,25 mg/ml (Aktivität des Pools 6,5 nkat/mg bzw. 10 
nkat/ml) auf die oben beschriebene Säule aufgetragen. Der Durchlauf wurde in Fraktionen zu 
0,5 ml aufgefangen. Übrige Vorgehensweise gestaltete sich wie in Abb. 15A. 
 







































Abb. 16: Gelfiltration des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 3 und des APFII-MonoQ Pools 3, 
welche mit zusätzlichen Porteaseinhibitoren eingefroren wurden 
Die Abbildung beruht auf den Ergebnissen der Gelfiltration der beiden Läufe (s. Abb. 15A und 
15B). Bei beiden Läufen wurde eine molekulare Masse von 437 kDa für die Aktivitäts- maxima  
festgestellt. 
 
3.3.3  Zusammenfassung der Affinitäts-, MonoQ und Gelfiltrationsschritte   
 
Ausgehend von den oben beschriebenen verschiedenen Chromatographieläufen wird die 
Aufreinigung der uCaM Syn-F2 in Tabelle 9 dargestellt.UCaM Syn-F2 konnte durch 
Hintereinanderschaltung verschiedener Chromatographieschritte290-fach angereichert werden. 
Durch erstmalige Verwendung orientiert immobilisierten  Calmodulins wurde uCaM Syn-F2 
nach Affinitätschromatographie der APFII-Fraktion auf GST-Calmodulin-Sepharose ca. 
vierfach angereichert. In der darauffolgenden Anionenaustauschchromatographie auf MonoQ 
gingen 90 % der Aktivität (Rückgang der Ausbeute von 28% auf 2,8 %) verloren. Die 






gesteigert werden. In der abschließenden Gelfiltration konnte uCaM Syn-F2 noch einmal um 
den Fakor 2,8 (von 110-fach auf 290-fach) angereichert werden. Der Aktivitätsverlust betrug 
etwa 50 % (Ausbeuterückgang von 2,8 % auf 1,4 %). 
Die hohen Aktivitätsverluste der Anionenaustauschchromatograhie verhinderten weitere 
Aufreinigungsschritte, da nach der Gelfiltration nicht mehr genügend Material zur Verfügung 
stand. In weiteren Ansätzen müsste die Anionenaustauschchromatographie durch Anwendung 
anderer Chromatographieschritte ersetzt werden. 
Die Fraktion der Gelchromatographie des CaM-Seph-E-MonoQ Pools 3, die die höchste 
Aktivität aufwies, sowie die jeweils benachbarte Fraktion wurden gepoolt (Gelchromato-
graphie Pool 3, Fraktionen 32-34) und mittels Acrylamid-SDS-Gelelektrophorese analytisch 
aufgetrennt (Abb. 17). Auffällig ist eine Bande mit einer molekularen Masse zwischen 96 kDa 
und 138 kDa, die sich auf der höchsten Reinigungsstufe sehr stark anreichert, sowie zwei 
Banden im Bereich einer molekularen Masse zwischen 45 kDa und 36 kDa.  
Um jedoch aus diesem Gemisch von verschiedenen Proteinen uCaM Syn-F2 oder zumindest 
eine seiner Komponenten zu identifizieren, wird in Kapitel 3.4 ein anderer Weg beschritten. 
 
Tab. 9: Reinigungstabelle der uCaM Syn-F2-Anreicherung 
 
 Protein Aktivität 













Lysat 69 59 205  0,05 1 100 




6,3 1,98 58 4,64 93 28 
MonoQ-
Schritt 0,5 2,2 6,1 5,5 110 2,8 
Gelfiltrat-
ionsschritt 1,5 0,13 2,9 14,5 290 1,4 
 
Reinigungstabelle für die Anreicherung des uCaM Syn-F2. Die Ausbeute bezieht sich auf die 
Ausgangsaktivität im Lysat des Pools 3. UCaM Syn-F2 Pool 3 konnte 300 fach angereichert 
werden, wobei sich nur 1,4 % der Ausgangsaktivität wiederfanden. APFII steht für APFII 
Pool 3, CaM-Seph-E-Affinitätsschritt für Calmodulin-Sepharoese-Eluat Pool 3 und MonoQ 
für CaM-Seph-E-MonoQ Pool 3. Die Gelfiltration bezeichnet die Gelfiltration des CaM-Seph-





Abb. 17: Einzelne Präparationsstufen der uCaM Syn-F 2, wob
Ausgangsmaterial diente 
 
Aufgetragen wurde auf ein 10 % Polyacrylamid- SDS-Gel: 
Bahn 1: 54 µg APFII Pool 3 
Bahn 2: 20 µg des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 3  
Bahn 3: 7 µg des Gelfiltrationspools des CaM-Seph-E-MonoQ Po
Die Gelfiltration und die uCaM Syn-F2-Präparation auf GST-Ca
gemeinsamen Aufreinigungsreihe (Pool 3, s. 3.2.1).   
 
3.4   Analyse des angereicherten Calmodulin-Sepharose
Calmodulin bindende Proteine mit Hilfe eines Ove
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Berchtold radioaktiv markiertes BH-Calmodulins verwendet (Fischer et al. 1996). Ein 
besonderer Aspekt dieses Calmodulin-Overlays war der Calciumeffekt. Calmodulin bindet nur 
in Gegenwart von Calcium an andere Proteine. In den Overlays, die in Abwesenheit von 
Calcium (dies wurde erreicht durch Zusatz des Chelatbildners EGTA) durchgeführt wurden, 
ließen sich keine Banden nachweisen. In den ersten Versuchen, analog der Berchtoldschen 
Methode, wurden als Positivkontrollen die Calmodulin bindenden Proteine Calcineurin sowie 
die γ-Untereinheit der Phosphorylase Kinase verwendet. Die γ-Untereinheit der Phosphorylase 
Kinase ist aus dem Grunde interessant, da sie ähnlich uCaM Syn-F2 Teil eines größeren 
Enzymkomplexes ist. Analog der von Berchtold beschriebenen Methode konnte Calcineurin 
nachgewiesen werden, jedoch war die γ-Untereinheit der Phosphorylase Kinase nicht 
darstellbar (Ergebnisse nicht dargestellt). Sollte der Nachweis der γ-Untereinheit der 
Phosphorylase Kinase durch die oben beschriebene Methode nicht möglich sein, so könnte 
auch der Nachweis Calmodulin bindender Proteinen in der uCaM Syn-F2 misslingen. Was 
könnten jedoch die Gründe sein, dass die Detektion der γ-Untereinheit nicht gelang? Vor 
Auftrag der Proben auf ein Acrylamid-SDS-Gel wurden die Proteine standardmäßig drei 
Minuten bei 95 °C in SDS erhitzt und denaturiert (Fischer et al. 1996). Durch diese Bedingung 
kann die Tertiärstruktur der calmodulinbindenden Proteine in der Weise verändert werden, 
dass sie Calmodulin nicht mehr binden. Auch durch Nachwaschprozeduren mit den 
Substanzen Guanidiumhydrochlorid und Harnstoff (Fischer et al. 1996) kann Calmodulin von 
schwach calmodulinbindenden Proteinen (mit einer niedrigen Affinität zu Calmodulin) 
heruntergewaschen werden, so dass diese Proteine nicht mehr nachgewiesen werden können.  
Daher wurde die Denaturierungstemperatur auf 55°C gesenkt und auf Nachwaschen mit 
Guanidiumhydrochlorid und Harnstoff verzichtet. Nunmehr war die calmodulinbindende 
Untereinheit der Phosphorylase Kinase nachweisbar (Abb. 19). Aufbauend auf diesen 
Ergebnissen, wurden die weiteren Overlays mit Milchprotein als Blockierprotein durch-
geführt. Ein so durchgeführter Overlay ist in Abb. 18 dargestellt. Es gelang der Banden-
nachweis des Calcineurins als Positivkontrolle, zudem wies der Calcineurin-Ansatz auch einen 
Calciumeffekt auf (Abb. 18A). Es ließen sich jedoch in der APFII-Probe keine 
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Die calmodulinbindende Proteine Calcineurin und die γ-Untereinheit der Phosphorylase 
Kinase wurden auf Bahn 1 und 2 aufgetragen. Die calciumfreie Kontrolle für Calcineurin ist 
auf Bahn 6 aufgetragen.  
Bei der APFII Pool 3 Probe ließen sich erwartungsgemäß mehrere (sechs, Bande 1-6 Bahn 3, 
Abb. 19) calmodulinbindende Proteine nachweisen. APFII stellt den ersten Zwischenschritt 
zur Aufreinigung der uCaM Syn-F2 dar, es enthält somit ein Gemisch verschiedenster 
Proteine, darunter auch weiterer Calmodulin bindender Proteine, die nicht Teil der uCaM-
Synthetase sind. Bei der Overlay-Untersuchung des Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 3 
ließen sich nur noch drei Calmodulin bindende Banden (Bande 7-9, Bahn 4, Abb. 19) 
darstellen. Einige Calmodulin bindende Proteine waren somit im Rahmen der CaM-Seph-E 
Präparation „abgetrennt“ worden (Bande 1, 2, 5, Bahn 4, Abb. 19). 
Die im Verlauf der uCaM Syn-F2 Präparation erzielte höchste Reinigungsstufen waren die 
Fraktionen 32-34 (mit einer molekularen Masse von 437 kDa) der Gelfiltration (s. Abb. 16). 
Der Overlay dieser gepoolte Fraktionen wies nur noch eine Bande (Bande 10, Bahn 5) mit 
einer molekularen Masse von ca. 31 kDa auf. 
Banden mit ähnlichen molekularen Massen waren auch in den anderen Overlayansätzen 
nachweisbar (Bande 3, Bahn 3 und Bande 7, Bahn 4). Auf Grund dieser Ergebnisse kann die 
Vermutung geäußert werden, dass diese calmodulinbindende Bande einer Komponente der 
uCaM Syn-F2 zugehörig ist. Letztendliche Gewissheit erlangt man aber nur durch Rein-
darstellung des Enzyms. Allgemein sind durch diese Overlay-Methode Proteine mit einer 
niedrigen Affinität (uCaM Syn-F2) zu Calmodulin als auch Proteine mit einer hohen Affinität 
zu Calmodulin (z.B Calcineurin) nachweisbar.  
Da nicht alle Overlays hier besprochen werden können, werden die Ergebnisse in Tab. 10 
zusammengefügt. Die hierbei erhaltenen Resultate hinsichtlich der molekularen Massen und 
Zahl der nachweisbaren Banden auf den jeweiligen Präparationsstufen stimmen mit den in 
Abb.19 gezeigten Ergebnissen gut überein. Auffällig ist jedoch das Ergebnis, dass die γ-
Untereinheit der Phosphorylase Kinase in der Analyse eine apparente molekulare Masse von 








Tab. 10:  Molekulare Masse der Calmodulin-Overlay-Banden 
 









N=6 MW ± 
SD 
    21,7 ±0,9 26,8 ±0,6 29,8 ±1,3   
50,6 ± 
1,1       145 261 
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Die einzelnen Reinigungsstufen der uCaM Syn-F 2 Aufreinigung wurden mittels Calmodulin-
Overlays untersucht. Die Calmodulin-Overlays wurden gemäß 2.4.4 durchgeführt. Die 
Auswertung der Overlays erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms "1D gel analysis" der Fa. 
Nonlinear Dynamics. Die publizierte molekulare Masse des Calcineurins beträgt 59 kDa. Dies 
stimmt in Annäherung mit der hier bestimmten molekularen Masse von 56 kDa überein und 
spiegelt die Güte der molekularen Massenbestimmung wieder. 
Eine in allen Aufreinigungsstufen nachweisbare Bande wies eine molekulare Masse von ca. 30 


























BSA als Blockierprotein 
 
a 
Abb. 19: Calmodulin-Overlays verschiedener Fraktionen der uCaM
nigung; BSA als Blockierprotein 
 
Folgende Proteine wurden auf ein 10 % Acrylamid-SDS-Gel aufgetragen:  
Bahn 1 (+Ca2+ Probe): 3,8 µg Calcineurin inkubiert mit 3 ml einer nach B
Folgendem BH-Calmodulin genannt) markiertem 125I-BH-Calmodulin 
µg/ml) mit einer Aktivität von 1 Mio. Counts-per-minute (cpm). Calciumkonz
Bahn 2 (+Ca2+ Probe): 40 µg Phosphorylase Kinase (PbK, γ-Untere
Inkubation mit 3 ml einer 10µg/ml 125I-BH-Calmodulin (Aktivität: 1 Mio
CaCl2. 
Bahn 3 (+Ca2+ Probe): 52 µg von APFII-Pool 3: Inkubation mit 3 m
Calmodulin (Aktivität: 1 Mio. cpm/µg), 1mM CaCl2. 
Bahn 4 (+Ca2+ Probe): 40 µg einer Calmodulin-Sepharose-Eluat Präparat
Seph-E Pool 3) Inkubation mit 3 ml einer 1 µg/ml 125I-BH-Calmodulin (
cpm/µg), 1mM CaCl2. 
Bahn 5 (+Ca2+ Probe): 6 µg des Pools der Fraktionen 32-34 der CaM-Seph
Gellfiltration. Inkubation mit 3 ml einer 10µg/125I-BH-Calmodulin (Aktivität
1mM CaCl2. 
Bahn 6 (-Ca2+ Kontrolle): Kontrolle zur Bahn 1. Inkubationslösung enthielt 
EGTA zur Bindung des Calciums 
Bahn 7 (-Ca2+ Kontrolle): Kontrolle zur Bahn 4 Inkubationslösung enthielt 
EGTA zur Bindung des Calciums. 
Bahn 8 (-Ca2+ Kontrolle): Kontrolle zur Bahn 5 Inkubationslösung enthielt 
EGTA zur Bindung des Calciums. 
Standards (Pre-Stained-Sea-Blue II), da die Standards mit einem Farbmolek
unterscheiden sich die angegebenen molekularen Massen von denen  
angegebenen Werten (BSA: 98 kDa; Glutamatdehydrogenas
Alkoholdehydrogenase: 50 kDa, Carbonikanhydrase: 36 kDa; Myoglob
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3.5  Bioinformatische Analyse der Calmodulin-Kooplung im   
Hinblick auf den Vergleich einer orientierten und 
nicht orientierter Kopplung 
 
Die Ergebnisse der Aufreinigung der uCaM Syn-F2 auf GST-Calmodulin-Sepharose und 
DVS-Calmodulin-Sepharose unterschieden sich nicht im Anreicherungsfaktor (10,7 versus 
7,5) oder der erzielten spezifischen Aktivität im Eluat (10,9 pkat/mg versus 11,3 pkat/mg) 
sondern nur in der Ausbeute (Tab. 7). Die zielgerichtete Orientierung erbrachte somit 
hinsichtlich der Affinitätschromatograhie keinen großen Vorteil im Vergleich zur nicht 
orientierten, zufälligen Immobilisierung. Dieses Ergebnis stand im Gegensatz zu den 
geäußerten Erwartungen (s. 3.1.1). 
Parallel zu den hier dargestellten Ergebnissen erschien 2003 eine Veröffentlichung der 
Arbeitsgruppe Wilchek über die verschiedenen Orientierungen von Proteinen bei der 
Bromcyankopplung (Wilchek und Miron 2003). Durch Zugabe von Bromcyan zur Sepharose 
entsteht ein Cyanatester. In einem zweiten Schritt wird das zu koppelnde Protein hinzugefügt 
und über die Aminogruppe der Lysinseitenkette an den Cyanatester gebunden (Abb. 20). Es 
entsteht dabei ein Isoharnstoffproteinderivat. In dem neuen von Wilchek und Marion 
beschriebenem Schritt kann durch Zugabe von Ammoniumhydroxid das Eiweißmolekül 
(NH2P) wieder abgespalten werden, wobei das Lysin in ein Homoarginin verwandelt wird. 
Dadurch wird die Kopplungsaminosäure identifizierbar.  
Das abgespaltene Protein wird dann sequenziert und aus der Information über die Position der 
Homoarginingruppe kann die Lysinposition bestimmt werden, über die das Protein an die 
Sepharose gebunden wurde. Als Ergebnis stellte die Arbeitsgruppe Wilchek fest, dass 
Ribonuclease ausschließlich nur über zwei Lysine (Lys 19 und Lys 98) von acht an die 




Abb. 20: Kovalente Kopplung und Hydrolyse der Ribonuclease an die Bromcyan- 
aktivierte Sepharose (englischsprachige Darstellung) 
 
Dargestellt ist die Kopplung der Ribonuclease an Sepharose.  
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Zunächst wird die Sepharose durch Bromcyan (CNBr) aktiviert. An das entstehende 
Cyanatester wird dann das jeweilige Protein (NH2P) über die Aminogruppe der 
Lysinseitenkette gebunden. Durch anschließende Gabe von Ammoniumhydroxid wird eine 
Dissoziation des Isoharnstoffderivatproteins bewirkt. Im Rahmen dieser Dissoziation entsteht 
eine Homoarginingruppe. In der anschließenden Proteinsequenzierung kann diese 
Homoarginingruppe detektiert werden (Wilchek und Miron 2003). 
 
Aufbauend auf den eigenen Ergebnissen sowie den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Wilchek 
wurde folgende Arbeitshypothese aufgestellt: 
Sollte im Falle des Calmodulins, ähnlich wie im Falle der Ribonuclease, die Kopplung an die 
Sepharose nur durch einige (ein oder zwei) Lysine und nicht durch alle Lysine erfolgen, 
bestünde schon somit eine „Art gerichtete Immobilisierung“. 
Wenn diese sterischen Ausrichtugen die Interaktion mit calmodulinbindenden Proteinen nicht 
behindern würden, würde sich diese ungerichtete Immobilisierung von den 
Aufreinigungseigenschaften her nicht wesentlich von der gerichteten Immobilisierung des 
Calmodulins unterscheiden. 
Die Ribonuclease wird daher hier als Beispiel herangezogen, um auf bioinformatorischer 
Basis mögliche Gründe für die Bevorzugung einiger weniger Lysine im Verlauf der Kopplung 
zu finden. Parallel dazu sollten diese Erklärungsansätze auf die Sepharose-Kopplung des 
Calmodulins übertragen werden. Sollte eine Modellvorstellung gefunden werden, weshalb die 
Ribonuclease nur mittels zwei der acht Lysine an die Sepharose gekoppelt wurde, so könnte 
diese Hypothese auch die affinitätschromatographischen Ergebnisse der nicht-orientierten 
Calmodulinimmobilisierung verständlich machen.   
Zunächst wird in Abb. 21 die Struktur der Ribonuclease dargestellt. 
Die Lysine der Ribonuclease sind rot hervorgehoben. Zusätzlich sind die Lysine, über die die 







Abb. 21: Röntgenstrukturanalyse der Ribonuclease 
 
Dargestellt sind in der linken Abbildungshälfte das "Stick-Modell" eines Dimers der 
Ribonuclease, rechts ist das entsprechende Kalottenmodell eines Dimers der Ribonuclease 
dargestellt. Die Arbeitsgruppe Wilchek fand in ihren Untersuchungen heraus, dass bei der 
Bromcyan vermittelten Kopplung von Ribonuclease an Sepharose nur zwei von acht Lysine an 
die Sepharose gebunden werden. Die Lysine der Ribonuclease sind rot markiert. Die an der 
Kopplung teilnehmenden Lysine sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die Informationen bezüglich 
der Röntgenstrukturanalyse entstammen Mauguen (Mauguen et al. 1982). 
 
Die folgenden Untersuchungen wurden mit Hilfe des Computerprogramms: "Protein deep 
viewer" durchgeführt (Guex und Peitsch 1997). Hierzu sei auf die Beschreibung dieses 




3.5.1                  Verwendung von Netto-Energiepotentiale zur Kopplungsvorhersage 
 
Ein Unterprogramm des „Protein deep viewer“, das "GROMOS"-Programm (Gunsteren 
1996), berechnet die Energiepotentiale einzelner Aminosäuren auf Grundlage der „Mean 
Force Potentiale“. Es werden kurz die diesem Programm zu Grunde liegenden Annahmen 
erläutert (Sippl 1990). 
Die Position eines Atoms kann in einem Protein durch ein kartesisches System beschrieben 
werden. Das Atom x, das einer Aminosäure i zugehörig ist, wird mit xi bezeichnet. Der 
Abstand d zwischen den Atomen xi und xj zweier verschiedener Aminosäuren i und j wird mit 
di,j (x) abgekürzt dargestellt. Aufbauend auf den Abständen di,j (x) kann die Diagonale k 
zwischen zwei Aminosäuren berechnet werden.  
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Da ein Molekül kein starres System ist, kann die Distanz d zwischen zwei Atomen kann in 
einem bestimmten Intervall s differieren. Jede Distanz zwischen zwei C-Atomen tritt mit 
einem bestimmten Wahrscheinlichkeitswert auf, der durch die Funktion f(s) beschrieben 
werden kann. 
Es ist somit f(s) eine Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion ("density probability"; Sippl 1990) im 
Intervall s. Aus der Funktion f(s) kann auf Grundlage des Boltzmann Gesetzes (Sippl 1990) 
wiederum das "Mean Force Potential" E(s) errechnet werden (Gl. 6): 
 
E(s) = - k T ln (f (s)) – k T ln (Z)        (Gl. 6) 
 
Hierbei ist k die Boltzmann Konstante und T die absolute Temperatur. Z ist die Boltzmann 
Summe, die jedoch aus dem Wahrscheinlichkeitswerten nicht berechnet werden kann. Sippl 
legte in seiner Arbeit dar, dass dieser Wert unter bestimmten Umständen als eine Konstante 
von den weiteren Berechnungen ausgenommen werden kann, ohne dass sich die Relation der 
Ergebnisse ändern würde (Sippl 1990). 
Für jedes Aminosäurepaar a und b mit einer im Intervall s liegenden Diagonalen  k (Index) 
kann auf Grundlage der Röntgenstrukturuntersuchungen die oben beschriebene 
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion berechnet werden (Schmidt et al. 1984 und Sippl 
1990). 
)(sf abk
Das Energiepotential eines Aminosäurepaares kann auf Grundlage der obigen 






k ZkTsfkTsE −−=       (Gl. 7) 
In einem weiteren Schritt schlussfolgerte Sippl, dass die Netto-Energiepotential                  










k −=∆         (Gl. 8) 
Ist nun wiederum ∆  bekannt, so können dann auch für längere Abschnitte des Proteins 
die Netto-Energiepotentiale bestimmt werden. Für ein Protein kann der Energiebeitrag ∆E 
einer bestimmten Sequenz S
)(sEabk
q der Länge L und der Konformation Cp aus folgenden Variabeln 
berechnet werden: 
An den Positionen i und j befinden sich Aminosäuren a und b. Sind nun die kartesische Positi- 
onen x der Konfiguration Cq zwischen diesen beiden Aminosäuren bekannt, kann aus den  
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sich ergebenden Distanzen d zwischen jeweiligen Atomen der Amniosäuren a und b die 
Diagonale k (Index) zwischen diesen Aminosäuren berechnet werden. Auf Grundlage dieser 
Entfernung k (Index) kann wiederum das Netto-Energiepotential ∆  (d)(sEabk i,j(x)) theoretisch 
vorher-gesagt werden.  
In einem letzten Schritt wird über die gesamte Länge L dieser Sequenz die Summe der 
Energiepotentiale  und der jeweils benachbarten Aminosäurenpaare i und j (j=i+1) 
gebildet und so der Netto-Energiepotentialbeitrag ∆E (x) berechnet. Zusammengefasst lässt 









q mit der Konformation Cp 












∆=∆=∆       (Gl. 9) 
 
Aus der Verknüpfung des Ortes der Aminosäuren und den einwirkenden Kräften wird das 
Netto-Energiepotential für eine bestimmte Sequenz berechnet. Je positiver die resultierende 
Energie ist, desto instabiler ist die Konformation des Proteins. Ein Protein strebt im Verlauf 
der Faltung zur größt möglicher energetischer Stabilität und wird daher energetisch instabile 
Konformationen seltener einnehmen (Gunsteren 1996). Das Netto-Energiepotential ∆E1 einer 
bestimmten Sequenz können im Falle der Ribonuclease und des Calmodulins auf Grundlage 
der Röntgenstrukturanalyse und der sich ergebenden Diagonalen k (Index) berechnet werden. 
Hierbei ist ∆E1 die konkrete Form für ∆E (x). Werden nun einzelne Aminosäuren modifiziert, 
kann das Programm ein neues Netto-Energiepotential ∆E2 an dieser modifizierten 
Aminosäurestelle berechnen. 
Durch Bezugnahme auf Gl. 8 kann die Änderung der Netto-Energiepotentiale ∆E2,1 an dieser 
Stelle berechnet werden (s. Gl. 10): 
 
∆E2,1 = ∆E2 – ∆E1          (Gl. 10) 
 
Ist nun ∆E2,1 vom Vorzeichen her positiv, so bedeutet dies, dass zusätzliche Energie für das 
Erreichen dieser Konfiguration aufgewendet werden muss, vice versa gilt das entsprechende 
bei einem negativen Vorzeichen (Guex und Peitsch 1997). 
Die Bindung eines der Lysinseitenketten der Ribonuclease sowie des Calmodulins an die 
Sepharose verändert die Struktur der einwirkenden Kräfte an dieser Lysinstelle und bewirkt 
eine Änderung des Netto-Energiepotentials der jeweiligen Lysine. Nimmt das Netto-
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Energiepotential an dieser Stelle zu (∆E2,1 ist positiv), so wird durch diese neue Bindung die 
Konformation des Proteins an dieser Lysinposition instabiler werden, folglich wird diese 
Konformation seltener eingenommen und daher wird auch diese Kopplung seltener ablaufen 
(Gunsteren 1996). 
Zur Berechnung der Netto-Energiepotentiale wurde im Falle des DVS-Calmodulins die in Gl. 
5 Kapitel 3.1.1 verwendete Reaktionsgleichung benutzt, da diese den Vorgang der Kopplung 
des Calmodulins an die Sepharose beschreibt. In Anlehnung dazu wurde für das Beispiel der 
Ribonuclease die in Abb. 20 angegebene Reaktionsgleichung herangezogen. 
Es wurde die Netto-Energiepotentiale der einzelnen Lysine vor und nach Bindung an die 
Sepharose berechnet. Einschränkend ist zu sagen, dass die energetischen Betrachtungen auf 
Annahmen im Vakuum beruhen und nicht ganz die Gegebenheiten im Kontakt mit Wasser und 
NaCl widerspiegeln. 
Tabelle 11 und 12 verdeutlichen die theoretischen energetischen Veränderungen vor und nach 
der Kopplung des Calmodulins an die Sepharose. 
 























































von 5 Å 
Lys 13 -12 -4 8 0 2 6 0 
Lys 21 16 6 -10 0 3 4 0 
Lys 30 25 -10 -35 0 1 3 2 
Lys 75 8 3 -5 1 1 4 1 
Lys 77 53 -8 -61 1 2 2 2 
Lys 94 20 -3 -23 1 2 4 1 
Lys 115 10 5 -5 0 1 3 1 
 
Dargestellt sind die Netto-Energiepotentiale der einzelnen Lysine des Calmodulins vor und 
nach Kopplung an die Sepharose. Weiterhin sind die Eigenschaft der umgebenden 
Aminosäuren (hinsichtlich Azidophilie, Basophilie, Hydrophilie) dieser Lysine aufgeführt. Die 
Ergebnisse wurden mit dem „GROMOS“-Programm berechnet (Gunsteren 1996). Dieses 
Programm verwendet wiederum die in Gleichung 9 verwendete Formel von Sippl (Sippl 1990) 






























































von 5 Ǻ 
Lys 19 0.3 -2 -2,3 1 0 1 2 
Lys 27 39 5 -34 0 1 2 1 
Lys 39 45 -5 -50 2 0 1 2 
Lys 49 21 -15 -36 1 1 0 1 
Lys 62 51 -3 -54 1 1 1 1 
Lys 66 -20 15 35 0 1 2 1 
Lys 98 7 -5 -12 1 1 0 2 
Lys 108 -11 -18 -7 0 1 0 1 
 
Dargestellt sind die Netto-Energiepotentiale der einzelnen Lysine der Ribonuclease vor und 
nach Kopplung der Lysinseitenkette an die Sepharose. Weiterhin sind die Eigenschaften der 
umgebenden Aminosäuren (hinsichtlich Azidophilie, Basophilie, Hydrophilie) dieser Lysine 
verzeichnet. Die Ergebnisse wurden mit dem „GROMOS“-Programm berechnet (Gunsteren 
1996). Dieses Programm hat wiederum die in Gl. 9 verwendete Formel von Sippl (Sippl 1990) 
zur Grundlage. Weiterhin zieht das Programm die Ergebnisse der Röntgenstrukturnalyse der 
Ribonuclease hinzu. 
 
Im Falle des Calmodulins (Tabelle 11) wiesen alle Lysine, mit Ausnahme des Lys 13, eine 
Abnahme der Netto-Energiepotentiale nach Bindung an die Sepharose auf.  
Lys 13 hingegen wies eine Zunahme der Netto-Energiepotentiale von 8 kJ/mol nach Bindung 
an die Sepharose auf. Lysin 30 und 77 weisen die größte Differenz bezüglich des Netto-
Energiepotentials auf (-35 kJ/mol und -61 kJ/mol). Daher würde man vom energetischen 
Aspekt erwarten, dass diese beide Lysine an die Sepharose gekoppelt werden. Diese Frage 
könnte in weiteren Versuchen geklärt werden. 
Wie aus Tabelle 12 hervorgeht, könnte auch die Mehrzahl der Lysine der Ribonuclease (mit 
Ausnahme Lys 66) von nettoenergetischem Aspekt an der Kopplung teilnehmen, da 
theoretisch bei all diesen Lysinseitenketten eine Abnahme der Netto-Energiepotentiale nach 
der Kopplung stattfindet. Nicht nur die zwei an der Kopplung teilnehmenden Lysine 19 und 98 
weisen eine Abnahme der Netto-Energiepotentiale von -2,3 kJ/mol im Falle des Lys. 19 sowie 
von -12 kJ/mol im Falle des Lys. 98 auf, sondern auch für die anderen Lysine ist eine 
Abnahme der potentiellen Energie charakteristisch. Nur bei Lys. 66 ist eine Zunahme der 
Netto-Energiepotentiale von 35 kJ/mol zu verzeichnen. Vom Betrag her resultiert aber bei den 
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Lys. 39 und Lys. 62 die größte Differenz hinsichtlich des Netto-Energiepotentials. Man würde 
jetzt also erwarten, dass diese Lysine an die Sepharose gebunden werden, was aber nicht der 
Fall ist. Ergo ist dieses Modell auf die Ribonuclease nicht anwendbar und läßt sich daher nicht 
auf Calmodulin übertragen. 
Weiterhin sind die an der Kopplung teilnehmenden Lys 19 und Lys 98 der Ribonuclease  nicht 
von mehr acidophilen, oder basophilen, oder hydrophoben bzw hydrophilen Aminosäuren 
umgeben als die anderen Lysine. Zum Beispiel ist Lys 19 in einem Umkreis von 5 Ǻ von einer 
basischen Aminosäure umgeben, dies trifft aber auch auf Lys 49 und 62 zu. Ähnliche 
Ergebnisse ergeben sich auch für umgebenden acidophilen, hydrophoben und hydrophilen 
Aminosäuren. Erwähnenswert ist aber, dass Lys 19 und 98 von der gleichen Anzahl sauren 
und hydrophilen Aminosäuren umgebend sind. 
Die in Tabelle 12 für Ribonuclease festgestellten Beobachtungen sind in ähnlicher Weise auf  
Calmodulin anwendbar (Tabelle 11). 
Zum Beispiel ist Lys 21 im Umkreis von 5 Ǻ von vier hydrophoben Aminosäuren umgeben, 
dies traf aber auch auf Lys 75 und Lys 94 zu. 
 
3.5.2  Zugänglichkeit der Lysine des Calmodulins und der Ribonuclease 
 
Neben den oben beschriebenen energetischen Betrachtungen wurde im Folgendem die 
Reaktionskinetiken der Kopplungsvorgänge näher analysiert.  
Die Reaktionskinetik wird allgemein durch die Arrhenius-Gleichung (Castellan 1971) 
beschrieben.  
 
RTGPZek /∆=            (Gl. 11)  
 
Wobei P die Wahrscheinlichkeit eines Stoßes, Z die Stoßzahl und G die Aktivierungsenthalpie 
darstellen. Aus der Kombination dieser Faktoren ergibt sich die Geschwindigkeitskonstante k 
einer jeweiligen Reaktion.  
Würde ein oder zwei Lysine im Vergleich zu den anderen Lysinen einen vom Betrag her   
grossen Wert für k aufweisen, so würden diese Reaktionen schneller und somit auch 
bevorzugter ablaufen. Die Wahrscheinlichkeit P eines erfolgreichen Stoßes hängt auch von der 
Zugänglichkeit ab. 
Zugänglichkeit wird in diesem Zusammenhang definiert als ein Maß dafür, welcher Anteil der 
Oberfläche der Orbitalelektronen einer bestimmten Aminosäure X frei zugänglich ist. Die 
Zugänglichkeit kann durch benachbarte Aminosäuren begrenzt werden (z.B. durch deren 
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Größe, Ladung oder räumliche Anordnung). Als Vergleichsgröße wird die Zugänglichkeit 
derselben Aminosäure X in einem linearen Pentapeptid GGXGG hinzugezogen. Ein Wert von 
1 für die Aminosäure X1 im jeweiligen Protein Y bedeutet, dass Zugänglichkeit für X1 im 
Protein Y genauso groß ist, wie die von X1 im Pentapeptid GGX1GG. Im Falle der 
Ribonuclease (Tabelle 13) variierte die Zugänglichkeit der Lysine in einem Bereich zwischen 
0,3 und 0,6. Die Zugänglichkeit der Lysine 1 und 8 der Ribonuclease (diese werden an die 
Sepharose gekoppelt) ist mit jeweils 0,5 nicht größer ist als die Zugänglichkeit der Lysine 5 
und 6. Somit kann im Falle der Ribonuclease die Zugänglichkeit nicht allein die Bevorzugung 
dieser beiden Lysine erklären. Ähnliches gilt für Calmodulin; die Zugänglichkeitswerte 
variieren hier noch weniger (zwischen 0,5 und 0,65).  
Auf jeden Fall haben die Lysine der Ribonuclease mit dem größten Wert für ∆Ε2,1 (Lys 39 und 
Lys 62) auch eine Zugänglichkeit von 0,5. Ebenso lässt sich diese Beobachtung auch bei 
Calmodulin nachvollziehen. Auch hier weisen die Lysine mit einem großen ∆Ε2,1 (Lys 30 und 
77) Zugänglichkeitswerte von 0,5 und nicht z.B. von 0,2 auf.  
 
Tab. 13: Zugänglichkeit der einzelnen Lysine des Calmodulins und der Ribonuclease 
 





0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,55 0,65   





0,5 0,3 0,6 0,2 0,5 0,5 0,3 0,5 
 
Das Maß der Zugänglichkeit wurde mit Hilfe des Programmes „Protein deep viewer“ 
berechnet. Zum genauen Algorithmus und Quellverweis siehe 2.4.8. Kurz gesagt wird die 
Zugänglichkeit der Lysine mit der Zugänglichkeit des linearisierten Pentapeptids GGXGG 
verglichen (diese hat eine normierte Zugänglichkeit von 1). Die Nummerierung der einzelnen 
Lysine bezieht sich auf die Aminosäureposition bezogen auf den N-Terminus. 
 
Neben der Zugänglichkeit beeinflusst die Aktivierungsenthalpie Ea die Geschwindig- 
keitskonstante k. Bei vom Betrag her gleichem Wert für die Zugänglichkeit der Lysine könnte 
eine unterschiedliche Aktivierungsenergie erklären, weshalb nur zwei Lysine an die Sepharose 
gekoppelt werden. Aufbauend auf diese Hypothese würden im Falle der Ribonuclease nur die 
beiden Lysinseitenketten an der Kopplung teilnehmen, die die kleinste Aktivierungsenergie 
aufweisen. Ähnliche Modelle könnten auch für Calmodulin zutreffen. Mit den zu Verfügung 
stehenden bioinformatorischen Mitteln ist jedoch die Berechnung der Aktivierungsenthalpie 
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nicht möglich. Abschließend lässt sich wie folgt zusammenfassen: Die bioinformatorischen 
Methoden sind ein Mittel, die Vorgänge der ungerichteten Immobilisierung besser verstehen 


































4.               Diskussion der Ergebnisse 
 
4.1                Orientierte versus nicht orientierte Proteinadsorption 
 
Die unterschiedlichen affinitätschromatographischen Eigenschaften der orientierten und nicht 
orientierten Porteinimmobilisierung wurden als ein zentraler Gegenstand dieser Dissertation 
untersucht.  
Die Arbeitshypothese war, dass die orientierte Proteinimmobilisation (in diesem Falle GST-
Calmodulin-Sepharose) verglichen mit der nicht-orientierten Immobilisation (in diesem Fall 
DVS-Calmodulin-Sepharose) eine Verbesserung der Affinitätschromtographie der uCaM Syn-
F2 hinsichtlich Aufreinigung und Ausbeute erbringen sollte. Die Ausgangsüberlegungen für 
diese Hypothese wurden in 3.1 dargestellt. 
Die durchgeführten Experimente führten zu folgenden Ergebnissen: 
Wie aus Tabelle 7 hervorgeht, ergab sich für die orientierte Immobilisierung eine 
Anreicherung für uCaM Syn-F2 von 7,5-fach sowie eine spezifische Aktivität von 7,5 
pkat/mg. Ähnliche Resultate ergaben sich für die Anreicherung von uCaM Syn-F2 auf nicht 
orientiert immobilisiertem Calmodulin: die Anreicherung betrug 10,7-fach und die erzielte 
spezifische Aktivität 10,9 pkat/mg. Auf GST-Calmodulin-Sepharose konnte im Eluat 78 % der 
eingesetzten uCaM Syn-F2 Aktivität wiedergefunden werden, der entsprechende Wert für 
DVS-Calmodulin-Sepharose war 40 %. Ein signifikanter (p< 0,05) Unterschied zwischen den 
beiden Immobilisationsarten konnten  für die Ausbeute festgestellt und ein tendenziell doppelt 
so hoher Wert für die Bindungskapazität verzeichnet werden, dies wiederum widersprach den 
zu Beginn geäußerten theoretischen Vorüberlegungen (s. 3.1.1). 
Parallel zu diesen Ergebnissen erschien eine Publikation der Arbeitsgruppe Wilchek           
(Wilchek und Miron 2003) zur Bromcyan vermittelten ungerichteten Immobilisierung. 
Wilchek wies bei der Ribonuclease nach, dass die Kopplung nur über die Aminogruppe der 
Lysinseitenkette zweier Lysine (Lys 19 und 98) stattfand, obwohl die Ribonuclease acht 
verschiedenen Lysine aufweist. Es konnten somit statt der theoretisch möglichen acht 
Orientierungen nur zwei gefunden werden, es ergab sich somit eine eingeschränkte Zahl von 
Orientierungen. 
Würde in Analogieschluss beim ungerichtet immobilisiertem Calmodulin ebenso nur eine 
eingeschränkte Zahl an Orientierungen tatsächlich vorkommen und würden diese  
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Orientierungen wiederum die Bindung von uCaM Syn-F2 an Calmodulin sterisch nicht 
behindern, so wären die affinitätschromatographischen Ergebnisse der ungerichteten 
Immobilisierung mit den Ergebnissen der gerichteten Immobilisierung vergleichbar. 
Somit wäre die neue Hypothese, dass Calmodulin nur über zwei Lysine  an die Sepharose 
gebunden wird. Würde von diesen beiden Lysinen nur eines der Lysine eine sterisch 
Orientierung ermöglichen, die eine Interaktion mit calmodulinbindenden Proteinen erlaubt, so 
wurde diese Tatsache den um Faktor 2 großen Unterschied zwischen gerichtet und nicht 
gerichtet immobilisiert erklären.  
Auf bioinformatorischer Basis wurde untersucht, ob es Erklärungsansätze für die 
eingeschränkte Zahl von Kopplungen der Ribonuclease gibt. In einem weiteren Schritt wurde 
die Übertragbarkeit dieser Modelle auf Calmodulin überprüft. In einem ersten Ansatz wurde 
der Aspekt der Zugänglichkeit der verschiedenen Lysinseitengruppen betrachtet (s.a. 3.5.2). 
Hierbei ergaben die Untersuchungen, dass sich die Zugänglichkeit der beiden an der Kopplung 
teilnehmenden Lysinseitengruppen der Ribonuclease nicht wesentlich von anderen Lysinen 
der Ribonuclease unterscheiden (Tabelle 13). Auch wurde untersucht, ob die an der Kopplung 
teilnehmenden Lysine der Ribonuclease von einer größeren Zahl hydrophiler, hydrophober, 
basischer oder azidophiler Amnisoäuren umgeben wären. Es zeigten sich auch in diesem Falle 
keine signifikanten Unterschiede (s. Tab. 12). Ähnliche Ergebnisse warem sich im Falle des 
Calmodulins zu beobachten (Tab. 11 und 13). 
Weitere Erklärungsansätze für die Bevorzugung einzelner Lysine könnten die Netto-
Energiepotentiale bieten. Mit dem Programm GROMOS ist es möglich, die Netto-
Energiepotentiale der einzelnen Aminosäuren zu berechnen. Würde die Netto-
Energiepotentiale einer Lysinseitengruppe nach Kopplung an die Sepharose zunehmen, ergäbe 
sich eine energetisch ungünstigere „Konformation“ des Proteins an dieser Stelle. Eine solche 
Kopplung würde aus energetischen Gründen seltener ablaufen. Von den untersuchten Lysinen 
der Ribonuclease sowie des Calmodulins wiesen mit Ausnahme von jeweils einem Lysin alle 
weiteren Lysine eine Abnahme der Netto-Energiepotentiale nach Bindung an die Sepharose 
auf. Vom energetischen Aspekt wären somit fast alle Orientierungen möglich (Tab. 11). Eine 
Zusammenfassung dieser Ergebnisse ist in Tab. 11 und 12 Kapitel 3.5.1 wiedergegeben.  
Unterschiedliche Aktivierungsenergien der Lysinseitenketten könnten einen neuartigen 
Erklärungsansatz bieten. Sollte die Aktivierungsenergie einzelner Lysinseitenketten deutlich 




schneller (Geschwindigkeitskonstante k, siehe Gl. 11) mit der Agarose reagieren als die 
anderen Lysinseitenketten und somit bevorzugt an der Kopplung teilnehmen.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die bioinformatorische Methode ein Mittel darstellen 
könnte, die Abläufe der ungerichteten Immobilisation zu verstehen und vorherzusagen. Die zu 
Zeit vorhandene Modelle (Sippl) sind aber noch zu ungenau, um Verwendung finden zu 
können. Dass jedoch eine gerichtete Immobilisation auf Grund sterischer Gegebenheiten 
Vorteile bieten könnte, zeigten folgende Publikationen. 
In einem Lipidmonolayer-System auf einer planen Goldoberfläche immobilisierte die 
Arbeitsgruppe Luk Ribonuclease (Luk et al. 2002). Es wurde dabei die Ribonuclease an 
Position 19 modifiziert und Alanin in Cystein (A19C) verwandelt. In einem zweiten Schritt 
wurde die Goldoberfläche, an die die Ribonuclease gerichtet immobilisert wurde, mit 2- 
Aminoethanethiol behandelt, so dass auf dieser Oberfläche Thiol-Gruppen enstanden. An 
diese Thiol-Gruppen wurde wiederum die A19C modifizierte Ribonuclease gebunden. Im 
Falle der ungerichteten Immobilisierung wurde die Ribonuclease über die Aminogruppen der 
Seitenkette der Lysine oder über den N-Terminus des Proteins an die Oberfläche gebunden. 
Als Ergebnis hielt Luk fest, dass orientiert immobilisierte Ribonuclease eine vierfach höhere 
Bindungskapazität für die Bindung von Ribonuclease-Inhibitor A aufweist als nicht orientiert 
immobilisierte Ribonuclease. Anzumerken ist, dass trotz einer verhältnismäßig aufwendigen 
Immobilisierungprozedur auf einer sehr homogenen Oberfläche die Bindungskapazität nur um 
Faktor vier gesteigert werden konnte. Zumal die so orientierte Ribonuclease nicht für eine 
Affinitätschromatographie eingesetzt werden kann, da die so erhaltene Ribonuclease-Gold-
Oberfläche sehr fragil ist (s. oben zitierte Publikation). Der Steigerungsfaktor vier ist 
angesichts des großen Aufwandes nicht viel größer als die Steigerung der Bindungskapazität 
im Falle des GST-Calmodulins.  
Thess verwendete rekombinant synthetisiertes 20 S Proteasom, das an verschiedenen 
Positionen seiner einzelnen Untereinheiten His-getagged war. Dieses 20 S-Proteasom wurde 
orientiert über den His-Tag der einzelnen Untereinheiten immobilisert. Anschließen wurde die 
proteolytische Aktivität der so immobilisierten Proteasome gemessen. Je nach 
Immobilisierungsposition ergaben sich unterschiedliche proteolytische Aktivitäten. Dies 
wurde als Ergebnis unterschiedlicher sterischer Hemmung der Interaktion des Proteasoms und 
des Substrats gewertet. Eine ähnliche Vorgehensweise wählte auch Allard (Allard et al. 2004). 
Er immobilisierte das p24-Protein des HIV-Virus über verschiedene His-Tag-Positionen und 
zeigte, dass je nach verwendeter His-tag-Position sich die Antigenität des Proteins 
veränderten. Die Antigenität wurde als Maß dessen gemessen, wieviele  
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verschiedene Antikörper das p-24 erkennen und binden können. In den genannten Fällen 
wurden aber die immobilisierten Proteine nicht zur Affinitätschromatographie eingesetzt. Dies 
stellte den neuen Ansatz dieser Dissertation dar. 
Dass jedoch ähnlich dem Beispiel des Calmodulins die orientierte Immobilisierung nicht 
immer Vorteile bietet, zeigte Vankova (Vankova et al. 1998). Sie immobilisierte Anti-körper 
gerichtet und ungerichtet. Die gerichtete Immobilisierung erfolgte über die 
Kohlenhydratgruppe der Fc-Region der Antikörper an das Gel. Bei der ungerichteten 
Immobilisierung werden die Antikörper an ein antikörperbindendes Gel in verschiedenen 
Positionen immobilisiert. Nach Messung der Bindungskapazität dieser Antikörper zur 
Bindung von spezifischen Zytokinen konnte Vankova keinen Unterschied zwischen orientiert 
und nicht orientiert immobilisierten Antikörpern feststellen. Sie schlussfolgerte, dass auch bei 
der ungerichteten Immobilisierung für die Antikörper genügend räumliche Freiheitsgrade 
bestehen, die eine Interaktion mit dem Antigen ermöglichen. 
Ob nun die orientierte Immobilisation im Anwendungsbeispiel der Affinitäts-chromatographie 
eine höhere Anreicherung oder eine größere Bindungskapazität aufweist, lässt sich sich nicht a 
priori festlegen. Dies hängt, wie die hier gezeigten Beispiele demonstrieren, viel mehr von der 
Immobilisationsart sowie dem jeweiligen Protein ab. Verbesserte bioinformatorische 
Methoden, als sie hier verwendet wurden, könnten jedoch Vorhersagemodelle bieten, um 
rechnergestützt zielgerichtete Verfahren für Affinitätsgele zu entwickeln. 
 
4.2        Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die biochemischen  
Eigenschaften der uCaM Syn-F2 
 
Eine Beobachtung im Zuge der Aufreinigung der uCaM Syn-F2 war, dass die biochemi- schen 
Eigenschaften der uCaM Syn-F2 je nach Lagerungszeit und Lagerungsbedingung variierten. 
Wie schon bereits unter 3.2 erwähnt, wurden bei diesen Präparationen drei verschiedene Pools 
verwendet. Die Pools 1 und 2 stellten langzeitgelagerte Pools (zwischen fünf und sechs Jahre) 
dar. Beide Pools wurden ohne zusätzliche Proteaseinhibitoren eingefroren (mit Ausnahme von 
Leupeptin). Die weitere Aufreinigung dieser beiden Pools mittels MonoQ-Anionenaustausch-






Pool 1, der für sechs Jahre in Abwesenheit von Calcium bei -80°C gelagert wurde, wies in der 
Anionenaustauschchromatographie Maxima im Bereich 210, 290 mM und 380 mM KCl auf.  
Pool 2 (Lagerungszeit fünf Jahre bei -80°C, Lagerung in Gegenwart von Calcium) wies in der 
Anionenaustauschchromatographie Aktivitätsmaxima im Bereich von 200 und 300 mM KCl 
auf. Ähnlich unterschiedliche Ergebnisse erbrachte die Gelfiltration dieser beiden Pools. 
Sowohl für Pool 1 als auch für Pool 2 konnten höhermolekulare Proben im Bereich von 1,6 
MDa nachgewiesen werden (s. Abb. 14 Kapitel 3.3). 
Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde ein dritter Pool (U-Seph-D Pool 3) verwendet, dem 
beim Einfrieren Proteasehemmer zugefügt wurde. Zusätzlich wurden die Proben in Abwesen-
heit von Calcium gelagert wurde. Bei der anionenaustauschchromatographischen Auf-
arbeitung dieses Calmodulin-Sepharose-Eluat Pools 3 fand sich nur ein Elutionspeak bei 410 
mM KCl. In der anschließenden Gelfiltration war nur ein einzelner Aktivitätspeak bei ca. 437 
kDa zu beobachten. 
Durch Vorgänge beim Einfrieren und Auftauen sind die Proteine 
Konformationsveränderungen unterworfen (Carpenter et al. 1999) und sind somit in dieser 
Phase proteolytischen Veränderungen besonders zugänglich. Durch eine limitierte Proteolyse 
können Proteine zu größeren Einheiten aggregieren (Carpenter et al. 1999). Dies ist ein 
Erklärungsansatz für das Vorkommen höhermolekularer Komplexe in der Gelfiltration der 
Pools 1 und 2. Durch das Hinzufügen von Proteasehemmer können diese Einflüsse minimiert 
werden, so dass im Falle des Pools 3 nur noch ein Aktivitätspeak in der Gelfiltration 
nachweisbar ist. Weiterhin können durch Calcium zusätzliche Proteasen wie z.B Calpain 
aktiviert werden (Kim 2002). Diese Tatsache wurde erklären, weshalb bei Pool 2 (mit 
Calcium) kein Aktivitätspeak bei 370-390 mM KCl zu beobachten ist (Abb. 11B), jedoch ein 
solcher Peak bei Pool 1 und 3 (ohne Calcium) nachweisbar ist (Abb. 11A). Würde dieser 
Aktivitätspeak im Bereich von 370-390 mM das native Enzym darstellen, so könnte uCaM 
Syn-F2 durch zusätzliche Aktivierung von Calcium abhängigen Porteasen proteolytisch noch 
in einem stärkeren Maße verändert werden. Es wären dann nur noch Fragmente der uCaM-
SynF2 als Aktivitästpeaks im Bereich von 200-300 mM KCl feststellbar.  
Insgesamt wird durch proteolytische Einflüsse die Affinität der uCaM Syn-F2 zur MonoQ-
Säule erniedrigt, so dass uCaM Syn-F2-Fragmente schon bei niedrigerem KCl-Gehalt eluiert 
werden. Ähnliche systematische Untersuchungen bezüglich der Veränderung biochemischer 




wurden zum Beispiel in der Nahrungsmittelforschung durchgeführt. Die Arbeitsgruppe 
Careche (Careche et al. 1999) führte Untersuchung über die Veränderung von Muskelfibrillen 
bestimmter Fischarten währen der Einfrierens durch. Er stellte fest, dass sich die Zahl der ß-
Faltblattstrukturen dieser Fibrillen zu Ungunsten der α-Helices erhöht.  
Dass nicht nur der Vorgang des Einfrierens und Auftauens, sondern auch die Lagerungszeit 
selbst die Struktur von Proteinen verändern kann, zeigte die Arbeitsgruppe Mazo (del Mazo et 
al. 1999). Dieser wies nach, dass aufgereinigtes Actinomyosin während der Gefrierlagerung 
bei -70°C zu größeren Einheiten aggregiert und dass der Anteil dieser Aggregate mit der 
Lagerungszeit zunimmt. Weiterhin nimmt parallel mit der Lagerungszeit die Zahl der 
Schwefel-Brücken-Bindungen des Actinomyosins ab. Aufbauend auf diesen Ergebnissen lässt 
sich zusammenfassend feststellen, dass durch Langzeitlagerung, Einfrieren und Auftauen 
sowie Anwesenheit von Calcium die biochemischen Eigenschaften der uCaM Syn-F2 als 
Ergebnis proteolytischer Einflüsse verändert werden können. 
 
4.3  Nachweis der Calmodulin-bindenden Untereinheit durch Overlay 
 
Die Funktion des uCaM Syn-F2 besteht darin, Calmodulin zu binden und dieses auf Ubiquitin 
zu übertragen. Durch ein Calmodulin-Overlay sollte es somit möglich sein, die 
calmodulinbindende  Untereinheit zu identifizieren. Als Positivkontrolle der jeweiligen 
Overlays wurde Calcineurin und die γ-Untereinheit der Phosphorylase Kinase verwendet 
(bezüglich der Gründe für die Wahl dieser Proteine siehe 3.4). Die Overlays wurden zunächst 
in Analogie zu der von Berchtold durchgeführten Overlays durchgeführt. Es gelang der 
Nachweis des calmodulinbindenden Proteins Calcineurin. 
Mit den in der Literatur beschriebenen Methoden gelang es jedoch nicht die γ-Untereinheit der 
Phosphorylase-Kinase sowie die calmodulinbindende Komponente der uCaM Syn-F2  
nachzuweisen. Durch die Overlay-Prozeduren könnten die Tertiärstrukturen der uCaM Syn-F2 
und der γ-Untereinheit der Phosphorylase Kinase so weit verändert werden, dass sie 
Calmodulin nicht mehr binden. Daher wurden einige Punkte des Overlayverfahrens 
modifiziert. Unter anderem wurde die Proben nur auf 55 °C erhitzt, die Overlays wurden nach 
der Inkubation keinen Waschungsschritten unterzogen, die Harnstoff und Guanidiumchlorid 
enthalten. All diese Modifikationen beinhalten aber auch die Möglichkeit, dass die 
unspezifische Adsorption des Calmodulins an die Blott-Membran zunimmt. Mit diesen 
Modifikationen gelang es die γ-Untereinheit der Phosphorylase  
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Kinase nachzuweisen. Jedoch kam weiterhin die calmodulinbindende Komponente der uCaM 
Syn-F2 nicht zur Darstellung. Daher wurde an Stelle des standardmäßig verwendeten 
Milchproteins bovines Serumalbumin (BSA) als Blockierprotein benutzt, um die unspezifische 
Bindung des Calmodulins an die Blottmembran zu verhindern. Mit dieser weiteren 
Modifikation gelang in den einzelnen  Präparationsstufe der uCaM Syn-F2 die Identifikation 
verschiedener Banden. Mit zunehmender Anreicherung der uCaM Syn-F 2 in den jeweiligen 
Aufreinigungsstufen nahm die Zahl der nachzuweisenden Banden ab. Jedoch war eine Bande, 
die im Bereich von 30 kDa. lokalisiert war, stets in allen Reinigungsstufen nachweisbar. 
Weiterhin waren aber auch in den Ansätzen, die in Abwesenheit von Calcium durchgeführt 
wurden, Banden nachweisbar (im Gegensatz zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppe Berchtold, 
die in den Calcium freien Ansätzen keine Banden nachweisen konnte). Folgende Hypothese 
könnte diesen Sachverhalt erläutern: In Gegenwart von BSA wird die Konformation der 
calmodulinbindenden Proteine so konserviert, dass auch niederaffin calmodulinbindende 
Proteine von Calmodulin erkannt werden. Weshalb jedoch die Calciumabhängigkeit des 
Calmodulins verloren geht, ist unklar.  
Als einer der ersten wies Andreasen (Andreasen et al. 1981) calmodulinbindende Porteine 
nach. Dazu verwendete er 125I markiertes Azidocalmodulin. Nachteil dieser Methode jedoch 
war es, dass es nur wenige calmodulinbindende Proteine nachwies. Ähnlich den hier festge- 
stellten Beobachtungen konnte auch er in den calciumfreien Ansätzen Banden nachweisen. 
Andere Arbeitsgruppen verwendeten zum Nachweis von Calmodulin bindenden Proteinen  
nicht radioaktive Nachweismethoden. Unter anderem verwendete Murray (Murray et al. 2001) 
S-getaggtes Calmodulin. Die Arbeitsgruppe Yamakawa (Yamakawa et al. 2004) verwendete 
Alkalische Phosphatase markiertes Calmodulin. Bei beiden Methoden werden extensive 
Nachwaschungen mit starken Detergentien durchgeführt (unter anderem 
Guanidiumhydrochlorid und Natriumnitrit). Bei beiden Versuchen ist der in Kapitel 3.4 
beschriebene Calciumeffekt zu beobachten. Somit könnte der fehlende Calciumeffekt 
einerseits durch spezifische Eigenschaften des BSA bedingt oder Ausdruck der weniger 
extensiven Nachwaschprozeduren sein. 
Als abschließendes Ergebnis lässt sich festhalten, dass durch die modifizierte Overlay-
Prozedur zugleich niederaffin (uCaM Syn-F2) und hochaffin calmodulinbindende (wie die γ-






5.      Zusammenfassung 
 
Im Rahmen dieser Dissertation gelang es eine zielgerichtete Immobilisierung des Calmodulins 
durch Verwendung des Glutathion-S-Transferase-Calmodulin-Fusionspro-teins (GST-
Calmodulin) zu erreichen. Das neue GST-Calmodulin-Gel wurde zur Auf-reinigung von 
Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Faktor 2 (uCaM Syn-F2) eingesetzt. Da-durch konnte die 
Ausbeute um Faktor zwei gegenüber der bisher verwendeten Methode mit ungerichtet 
immobilisiertem Divinylsulfon-Calmodulin gesteigert werden. Von den 
Ausgangsüberlegungen her hätte dieser Faktor aber etwa sechs betragen müssen, da den sechs 
verschiedenen Lysinen des Calmodulins im Falle der Divinylsulfon-Kopplung nur ein N-
Terminus im Falle der Immobilisierung des GST-Calmodulins gegenüber stand. Die 
Diskrepanz zwischen dem erwarteten Ergebnis und dem tatsächlich beobachteten Befund 
wurde so gedeutet, dass im Falle der ungerichteten Immobilisierung möglicherweise nur zwei 
Lysine des Calmodulins an der Kopplung teilnehmen. Von diesen sich ergebenden 
Orientierungen würde nur eine die Interaktion mit calmodulinbindenden Proteinen 
ermöglichen. Diese Vorstellung wiederum erklärt das ähnliche Verhalten im Vergleich zur 
streng orientierten Immobilisierung des Fusionsproteins am N-Terminus. Auf der Basis 
bioinformatorischer Untersuchungen wurden verschiedene Modellvorstellungen, wie z.B. 
Force-Field und Zugänglichkeit, überprüft um so die Bevorzugung bestimmter Lysine zu 
erklären. Als Anwendungsbeispiel diente hierbei die Ribonuclease, von der bekannt war, dass 
sie nur über zwei Lysine an die Sepharose gebunden wird. Jedoch konnte keine 
Modellvorstellung die Bevorzugung einzelner Lysine erklären. Als abschließender Ansatz 
könnte die unterschiedliche Aktivierungsenergie der einzelnen Lysinseitengruppen eine 
Erklärung für die eingeschränkte Zahl reaktiver Lysine liefern. Die Aufreinigung der uCaM 
Syn-F2 an dem neuen Gel ergab, dass uCaM Syn-F2 durch proteolytische Einflüsse während 
des Lagerns in seinen biochemischen Eigenschaften (z.B. Molekulargewicht und Affinität zum 
Anionenaustauschergel MonoQ) verändert wurde. Die Proteolyse wurde durch die 
Anwesenheit von Calcium und der damit bedingten Aktivierung von Calpain verstärkt. Erst 
durch den Einsatz von Proteaseinhibitoren und kurzen Lagerungszeiten konnten die 
proteolytischen Einflüsse minimiert werden. Auf Grund hoher Verlusten bei der 
Anionenaustauschchromatographie wurde versucht, uCaM Syn-F2 durch die, in der Literatur 
beschriebenen, Blot-Overlay-Verfahren nachzuweisen. Diese Methoden ließen sich im Falle 
der uCaM Syn-F2 nicht reproduzieren, erst durch eine, in dieser Arbeit neue entwickelten, 
Overlay-Methode ließ sich eine 31 kDa große Bande als mögliche calmodulinbindende 
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A    Alanin 
3-D    dreidimensional 
AA    Acrylamid 
Abb.    Abbildung 
AMP    Adenosinmonophosphat 
APFII    Eluat der DEAE-Präparation 
ATP    Adenosin-5`-triphosphat 
BH-Calmodulin  nach der Methode von Bolton und Hunter 
    modifiziertes Calmodulin (s. 2.2.3 und 2.2.4) 
BSA    Rinderserumalbumin 
C    Cystein 
Ca2+ - Quotient  Quotient der Enzymaktivität +Ca2+ / -Ca2+ 
CaM    Calmodulin 
CaM-Seph-E   Eluat der GST-Calmodulin-Sepharose-Präparation 
CaM-Seph-E Präparation Affinitätschromatographie auf GST-CaM-Sepharose 
CBP    Calmodulin bindendes Protein 
Chloramin T (CT)  N-Chlor-4-Toluolsulfonamid Natriumsalztrihydrat 
Ci Curie, Maßeinheit für radioaktiven Zerfall, entspricht 37 Mio. 
Becquerel 
cpm    gezählte radioaktive Impulse pro Minute 
Da    Dalton 
DEAE    Diethylaminoethyl 
DTE    Dithiothreitol 
DVS    Divinylsulfon 
DVS-CaM-Seph  nicht orientert immobilisiertes Calmodulin, GST-Calmodulin 
    Sepharose 
E1    Ubiquitin-Aktivierendes Enzym 
E2    Ubiquitin-Träger bzw. Konjugierendes Enzym 
E3    Ubiquitin-Protein-Ligase Komponente 3 
E.C.    Enzymklassifikation 
EDTA    Ethylendiamintertaessigsäure-Natruimsalz 
EGTA    Ethylenglykolbis(2-aminoethylether)-N,N`-tetraessigsäure 
FP-    Fluphenazin- 
 96
Gl.    Gleichung 
Glu-Seph   Glutathion-Sepharose 
Glu-SH   Glutathion 
GP    Natrium-Glycerophosphat 
GST    Glutathion-S-Transferase 
GST-CaM-Seph  orientiert immobilisiertes Calmodulin 
His    Histidin 
I.D.    innerer Durchmesser 
IPTG    Isopropyl-ß-D-thiogalactosid 
kat      katal, mol/s 
Km    Michaelis-Konstante 
lg    dekadischer Logarithmus 
Lys    Lysin 
m    Molekulare Masse in Dalton 
MP    fettarmes Milchprotein 
MW    Mittelwert 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PbK    Phosphorylase Kinase 
PBS    Phosphat buffered saline, Phosphatpuffer, Zusammensetzung 
    s. 2.2.8 
PMSF     Phenylmethansulfonylfluorid 
PPi    Pyrophosphat                                   
r    Korrelationskoeffizient 
rpm    Umdrehungen pro Minute 
S    Serin 
SD    Standardabweichung 
SDS    Natriumaurylsulfat 
spez. Aktivität  spezifische Aktivität, kat/kg Protein 
Tab.    Tabelle 
TCA    Trichloressigsäure 
TEMED   N,N,N`,N`-Tetraemethylethylendiamin 
Tris    Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Ub    Ubiquitin 
Ubi-Seph   Ubiquitin-Sepharose 
uCaM    Ubiquitin-Calmodulin-Konjugat 
 97
uCaM-Syn   Ubiquityl-Calmodulin-Ligase (Synthetase) E.C. 6.3.2.21 
uCaM Syn-F1   Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Komponente 1 
uCaM Syn-F2   Ubiquityl-Calmodulin-Synthetase Komponente 2 
U-Seph-D   Ubiquitin-Sepharose-Durchlauf bei Auftrag von APFII 
V0    Ausschlußvolumen 
Ve    Elutionsvolumen 
Vtotal    Totalvolumen 
v/v    Volumenverhältnis (ml/ml) 
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